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1. INTRODUCCION
.
1. EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO: ANTECEDENTES HISTORICOS.
El inicio de los estudios sobre el sistema del complemento se remonta al año 1888
cuando Nutalí observó que la actividad bactericida de la sangre desfibrinada de carnero se
eliminaba por calentamiento a 55W o manteniéndola durante un tiempo prolongado a
temperatura ambiente’11. Un año más tarde, Buchner llama “alexina” a una proteína cuya
actividad se pierde por diálisis de suero fresco frente a agua a 0W durante 18-36 horas, pero
que se mantiene si se realiza frente a tampón bicarbonato conteniendo 0.75-0.8 % de NaCí.
Un nuevo avance en el conocimiento llegó de la mano de Pfeiffer e lssaeff (1894> quienes
asimilan la “alexina” a la combinación de anticuerpos específicos con otras factores séricos.
Sin embargo, no es hasta la llegada de Bordet (1894), considerado el descubridor del
complemento, cuando se impulsa su estudio. Utilizando suero inactivado por calor, observa
que pequeñas cantidades de suero fresca no inmune restituyen la actividad lítica. De estos
experimentos deduce la necesidad de das sustancias para ejercer dicha acción: una
termoestable en sueros inmunes (el anticuerpo) y otra termolábil, capaz de lisar eritrocitos
sensibilizados con anticuerpos específicas frente a antígenos eritrocitarios, que rápidamente
asimile al componente “alexina”.
Posteriormente, en 1899, Ehrlich define el concepto de ambaceptor para la fracción
termoestable y el de “COMPLEMENTO” para el componente “alexina”’21.
2. LA CASCADA DEL COMPLEMENTO: UN SISTEMA MULTIPROTEICO
CON DOS VIAS DE ACTIVACION Y UNA EFECTORA.
En 1907, Ferrata, separa del suero par medias fisicoquímicos (diálisis frente a agua
y pH ácido> una fracción precipitable (euglobulinas> y un sobrenadante <pseudoglobulinas>,
ambos carentes de actividad por separado.
El caracter secuencial del complemento tiene su origen en Braud, quien llamé
“midpiece’ (C’ 1> a la fracción precipitable que actuaba después que el anticuerpo se hubiera
unido al eritrocito, y “endpiece” (C’2) al sobrenadante. Ritz (1912> y Coca (1914)
demostraron la exbstencia de un tercer componente (C’3>. Más tarde, en 1926, Gordon
descubre que el amonio destruye un factor termoestable distinto de C’3. Nace C’4. El orden
de actuación (C’1-C’4-C’2-C’3>, así como la separación de las cuatro fracciones, fue
determinada por Pillemer en 1941 <W En este estado de conocimiento hubo que esperar hasta
el año 1966 en el que Nelson demuestra que C’3 está compuesto de 6 subcomponentes (C3,
C5, C6, CJ, CS y C9>.
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Durante el periodo
anterior a 1954, se
consideró que el sistema
del complemento tenía
una sola vía de activación
dependiente de AC, lo que
hoy se conoce como vía
clásica (VC). Fue Pillemer
quien describió una
proteína (properdina>,
capaz de unirse a
bacterias y levaduras en
ausencia de AC y activar
el complemento. Propusó
una nueva vía de
acitivación, la vía de la
properdina, hoy llamada
vía alternativa (VA>.
Desgraciadamente, sus
colegas no comprendieron
los datos expuestos por
Pillemer, quien a la vuelta
de un congreso en 1957,
sufrió una depresión y se
suicidó por sobredosis de
barbitúricos. Añas más
tarde, Lepow, de su
propio laboratorio,
confirmaría los trabajos.
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04
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ca
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Figure 1.1. El sistema del oomplemento:esquema general. 03’ =C3(H,O).
Actualmente este sistema en cascada, con dos vías de activación interconectadas y
una secuencia efectora lítica (figura 1 .1) consta de más de 20 proteínas estructurales,
enzimáticas y reguladoras, así como una decena de receptores celulares para ellas y sus
fragmentos proteolíticos. Tres mecanismos distintos están envueltos en su iniciación:
- la activación de proenzimas, que implica a la VC.
- un proceso de activación continuada como punto de partida de la VA.
- fenómenos proteolíticos por enzimas exógenas al complemento.
2.1. LA VíA CLASICA.
Las principales características de las proteínas que intervienen en la activación por la
yO se muestran en la tabla 1.1.
04b
C4b2
C2b
—I
CSb-04b2a
05
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2.1.1. Iniciación de la cascada: el primer componente del complemento <Cl).
Cl es un complejo macromolecular constituido por tres subcomponentes, Clq, dr
y Cis, presentes en el suero humano en proporcionesequimoleculares. Forman un complejo
de 740 Kd en relación estequiamétrica 1:2:2131, que requiere iones calcio para su
acoplamiento y función.
Tabla 1.1. características de las proteínas de la vía clásica.
Clq, el componente de mayor tamaño, 459 Kd, es codificado en el hombre por el
cromosoma 1. Su arquitectura molecular está conformada por
18 cadenas polipeptídicas (6A, 6B y 6C) que se arrollan en
espiral, tres a tres, para construir seis hélices triples que en
su extremo N-terminal de 81 aminoácidos (el tallo colagénico
responsable de la unión a su receptor) presentan la típica
estructura Gly-X-Y con abundancia relativa de hidroxiprolina
e hidroxilisina. Las hélices, unidas por puentes disulfuro
intrahelicoidales <A-B> y extrahelicaidales <C-C>, marchan
paralelas hasta la mitad de su longitud, para más tarde
divergir con un ángulo de unos 45”, originado por rotura en
la secuencia característica del tallo colagénico (una Ala en
vez de la correspondiente Gly en C36, y una Thr extra en
medio de dos secuencias Gly-X-Y en la posición A39>. En el
extremo C-terminal, las estructuras helicoidales se
desenrrollan para constituir seis cabezas globulares no
colagénicas de 136 aminoácidos. El conjunto, visto por
microscopia electrónica, adopta una forma de tulipán14’ <figura
Figura 1.2. clq. A. Estructura5. 8.
Microscopia electrónica4.
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1.2>. La molécula está glicosilada en seis Asn de las cabezas globulares, y en algunas
hidroxilisinas de la región colagénica’51.
Los otros subcomponentes, Oir y Cis, de 83 Kd, son serinproteasas glicosiladas de
alta homología constituidas por dos dominios globulares conectados por una estructura
elongada. El menor de ellos (B), de 27 Kd, alberga el sitio catalítico con el característico
triplete His, Asp y Ser. Sus cadenas pesadas de 56 Kd. no catalíticas (A>, se localizan en el
extremo N-terminal y poseen un subdominio rico en cisteinas, semejante al del factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y dos pares distintos de regiones consenso repetitivas (SCRs)
de unos 60 aminoácidos que mantienen varios residuos conservados, especialmente cuatro
cisteinas. El primer grupo de SCRs está envuelto en la especificidad enzimática (subdominios
1 y ¡II, no presentes en otras serinproteasas); el dominio EGF <II) parece implicado en la
autoasociación de ambas moléculas para formar un tetrámero dependiente de Ca2~, Cl r2s2;
el segundo par de SCRs, situadas en el C-terminal del dominio A, son semejantes a las
existentes en las proteínas que unen C3b/C4b (subdominios IV y V>. La cadena A presenta
dos sitios de glicosilación (subdominios III y IV> y se une a B por puentes disulfurot61. Los
genes de ambas proteínas se encuentran ligados dentro de un corto segmento cromosómico
en la región piS del cromosoma 12 humano’11.
La vía clásica se inicia por el reconocimiento, unión y posterior activación de Cl q por
inmunocomplejos o agregados de lgG e lgM, aunque también puede efectuarse por
polianiones, como polisacáridos bacterianos, ADN, ARN, etc.. Cl q se fija débilmente a través
de sus cabezas globulares e la región Fc de la lgG en estado monomérico, incrementándose
la fuerza de unión cuando ésta forma parte de inmunocomplejos. Experimentalmente se han
detectado variaciones relacionadas con la capacidad de los diferentes isotipos de lgG para
unirse y activar Clq: lgG3 es el isotipo más activo en la unión, lgGl el más eficaz en la lisis
celular por complemento e lgG4 apenas se unelel. Estas diferencias se deben a una mayor
longitud de la región bisagra en lgG3, que permitiría una mejor accesibilidad de las cabezas
globulares al dominio Cv2, facilitando la unión, pero distanciando la zona de activación de la
superficie aceptora, lo que causaría una reducción en la interacción al incrementarse la
posibilidad de inactivación de C4b por una molécula de agua. A pesar de esto, la longitud de
la región bisagra no es suficiente para activar complemento: al diseñar AC quiméricos lgG3
con la región bisagra de lgG4 se reduce la pegada de Clq, y por el contrario, cuando se
diseñan lgG4 con la región bisagra de lgG3, no se activa complementd91.
Los residuos del Cy2 implicados en la interacción con Clq son el Glu318, la Lys320 y
la Lys322. El primero formando puentes de hidrógeno, y las últimas, mediante interacciones
electrostáticas1101. Recientemente, en un trabajo publicado por nosotros, se demuestra que
los residuos Al62, 6163 y C156 de las cabezas globulares de Clq, parecen ser los
responsables de la unión a la lgG<111.
La unión de Cl a lCs, y su posterior activación, se ve afectada por la proporción
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AC/Ag y el tamaño de los agregados. Es más eficaz a concentracionesaltas del primero y con
complejos de elevado tamaño, aunque la relación AC/Ag es dependiente del antígeno que se
encuentre en la red’12- 131
Se han demostrado sistemas de activación poco frecuentes. Saint-Remy, J.M.R. ha
publicado un anticuerpo monoclonal gE capaz de activar la VC. pero de forma mucho más
débil que la lgG’141.
También, se ha detectado la formación de una C3-convertasa de la VC sin la
intervención de Cl en eritrocitos revestidos de LPS en presencia de factores Ra (factores
bactericidas dependientesde complemento> que presentan una secuenciaparecidaa Clq’151.
Ensamblaje de Cl. La interacción de al menos dos cabezas globulares de Cl q con la
molécula activadora permite el acoplamiento del complejo Clr2s2 dependiente de calcio y
la autoactivación de la proenzima Cir cuyo mecanismo es desconocido. Este complejo
tetramolecular se sitúa en el cono de Clq e interacciona débilmente con el dominio Cy3 de
la lgG’161.
Ambas moléculas, Cl r y Cl s. se asocian por sus subunidades pequeñas, de tal modo
que sus dominios catalíticos queden próximos favoreciéndose la activación de s mediante
la rotura del enlace peptídico entre la Arg422 y la Ile423.
Experimentos de dispersión de neutrones especulan con la posibilidad de que la rotura
de C4 mediada por Cl implique la interacción de C4c con los dominios SCRs de Cis y desde
allí se produzca la escisión molecular con la liberación de C4a. Solamente los modelos en W
y O del acoplamiento de
Clr2s2 a Clq serían
compatibles con esta
hipótesis’”’. A pesar de
estosestudios predictivos,
el modelo más aceptado
actualmente es el de
Schumaker et al.’181,
basado en los datos de
microscopia electrónica,
en el que Cir se inserta
dentro del tulipán,
mientras cada molécula de
Cis gira y encierra un
Figura 1.3. Modelos moleculares de ci. brazo de Clq (figura 1.3>.
W Ivlodel 02 Model
¡ S Model O orn 8 Model
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La regulación en este paso de iniciación se lleva a cabo, principalmente, por Cl-
inhibidor (C1-lnh>, una u2-neuraminoglicoproteína altamente glicosilada de 105 Kd
perteneciente a la familia de las serpinas. Se sintetiza principalmente en hígado y en
monocitos, encontrándose, también, en el interior de los gránulos u de las plaquetas. Su
concentración plasmática es de 1 5-35 mg/lOO mL.
C1-lnh interaciona reversiblemente con Cl inactivado, previniendo la activación
espontánea deCir. Cuando lCs se hallan presentes en el medio, la unión de 26 más cabezas
globulares de Clq provoca un cambio conformacional y la liberación del inhibidor,
permitiéndose la fijación de Clr2s2. Existe un segundo mecanismo regulador: una vez
activado Cl, rápidamente se forma un complejo covalente entre C1-lnh y el tetrámero
catalítico con la liberación del complejo C1-lnh--Clr--Cls--Cl-lnh’19’ lo que previene la
sobreactivación de la cascada del complemento y deja libre las regiones colagénicas para que
Clq interaccione con su receptor induciendo gran número de respuestas inmunológicas. Su
acción reguladora es menos eficaz cuando Cl se encuentra unido a superficies celulares,
posiblemente por una menor accesibilidad de la molécula. C1-lnh regula también otras
proteínas plasmáticas (plasmina, kalicreína,...>. La deficiencia congénita en esta proteína
ocasiona el edema angioneurótico hereditario, un trastorno vascular que se hereda de modo
autosómico dominante.
Existen mecanismos de retroalimentación negativa: fragmentos de activación de C3
y C4 (C3b y C4b nacientes> inhiben la activación de CV20’
En los últimos años se ha descrito un nuevo inhibidor para Cl, factor J1211, cuya
estructura y modo de actuación permanecen en estudio.
2.1.2. La 03-convertasa de la vía clásica.
C2. la subunidad catalítica de las convertasas de la VC, de 110 Kd, es codificada en
el cromosoma 6 humano dentro de la región de clase III del complejo mayor de
histocompatibilidad122’ por un fragmento cromosómico de 18 Kb, íntimamente ligado al gen
de factor E. Se incluye, al igual que Cir, Cis, factor E, factor D, factor 1 y otras enzimas no
pertenecientes al sistema del complemento, como tripsina y quimotripsina, en la familia de
las serinproteasas, por compartir los residuos característicos que constituyen el relé de carga
típico de los miembros de este grupo (His-57, Asp-102 y Ser-195 en la numeración de la
quimotripsina), lo que permite especular con la existencia de un gen ancestral común. Tanto
02 como factor E presentan su especificidad (reconocimiento y unión del sustrato) en la
zona N-terminal (C2b, Ea) que difiere ampliamente del resto de la serinproteasas. Su centro
activo se localiza en el fragmento C2a, generado tras la rotura proteolítica de la molécula por
Cis.
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La formación de la 03-convertasaes un proceso secuencial dondese distinguen varias
etapas (figura 1.4>:
a) la activación de 04 por Gis: Se especula con que la unión de C4 a Cl se realiza
a través de un fragmento de 26 Kd (subdominios IV y V) en las ocho SCRs localizadas en las
cadenas pesadas del tetrámero’231. Cis escinde el enlace peptídico Arg?l~Ala?e en la cadena
a de C4, liberando un pequeño péptido de 9 Kd<241. C4a, con función anafilotóxica, y C4b,
compuesto por a’ <resto C-terminal de la cadena a) unida por puentes disulfuro a las cadenas
fi y y, con la aparición de un grupo carbonilo reactivo procedente de la rotura del tioéster
interno oculto en la molécula nativa. Esta rotura determina un cambio conformacional,
detectado por dicroísmo circular: una
alteración en el ambiente de los cromóforos _________________________________________
(UV próximo) y pequeños cambios en el SUPEn~
ACTIVADORA
esqueleto proteico (UV lejano>, perceptibles
también en 04 inactivado por una molécula
de agua (C4H
20>’
251.
Algunos estudios<261 demuestran la
activación de 04 por enzimas no
pertenecientes al sistema del complemento
(tripsina, elastasa, quimotripsina, enzimas
bacterianas,...>. La molécula resultantetiene
actividad hemolítica y en algunos casos
(tripsina y enzimas bacterianas> es capaz de
formar una 03-convertasa funcional, pero
menos eficaz que la generada por Cis. Un
mecanismo semejante puede implicarse
como iniciador de la VA (ver el apartado
2.2>.
A
Clq*r2s2
04
G4a 04b
—
04b2 —
¡
03a 03
02
e
b) unión de 04 a las superficies
receptoras: el fragmento 04h adquiere la 03b~b2a
capacidad de unirse covalentemente a lCs u Figura 1.4. Esquema de activación de 1. vía clásica.
otras superficies aceptoras formando
enlaces amida o éster por un proceso de transacilación a través del grupo carbonilo liberado
del tioéster. Estas interacciones se verán con más detalle en los apartados 4.4 y 6.
c) activación de C2: C2, el subcomponente catalítico, se une a C4b de forma no
covalente por su dominio N-terminal de un modo dependiente de Mg2~ <271 (También es capaz
de unirse a 04 inactivado por CH
3NH2)’28’291. Si la unión ocurre en las cercanías de Cis, 02
se fragmenta en un grupo N-terminal no catalítico de 34 Kd <C2b> y una subunidad catalítica
0-terminal de 77 Kd (C2a). La presencia de C4b favorece la acción proteolitica de Cl s sobre
e
C2b
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C2’30’311. C4b presenta dos sitios de baja afinidad para C2. uno para C2b y otro para C2a. con
el Mg2 como efector alostérico del último. Al producirse la rotura de C2 por Cis se genera
el sitio de alta afinidad para C2a’321, permaneciendo los fragmentos de C2 unidos por fuerzas
no covalentes a C4b’~’. La enzima así formada, C4b2a’~’, es la C3-convertasa de la VC,
capaz de hidrolizar C3 liberando un fragmento de 7? aminoácidos con función anafilotóxica
(C3a> y provocar en el resto de la molécula, C3b, un cambio conformacional con la exposición
al solvente de un grupo carbonilo reactivo procedente del tioéster interno que se encontraba
oculto en la molécula nativa.
Smith et al.<35’ han publicado los modelos en microscopia electrónica de las C3
convertasas y de algunos de sus componentes.
2.1.3. La 0-5 convertasa dele vía clásica.
03. el elemento central de las cascadas del complemento, es una glicoproteina de 185
Kd mayoritaria en plasma con una concentración de 1.2-1.3 mg/mL. Al igual que C4 y C5,
se sintetiza como un precursor monocatenario, que después de la eliminación del péptido
señal y la adición de azúcares, sufre un procesamiento proteolítico convirtiéndose en una
molécula bicatenaria con sus dos cadenas, a de 110 Kd y /3 de 75 Kd, enlazadas por puentes
disulfuro. Es codificada en el cromosoma 19 humano indicando que el proceso de divergencia
evolutiva respecto a C4 ha sido temprano, a pesar de que ambas conservan el tioéster
interno. Su polimorfismo genético, menor que el de C4, presenta dos variantes
electroforéticas comunes, F y 5.
Formación de la OS-convertasa: La molécula de C3b generada por acción catalítica de
la C3-convertasa puede seguir varios caminos:
1. lnactivarse por la captación de una molécula de agua en los grupos carbonilo y
sulfidrilo liberados del tioéster.
2. Unir mediante enlaces covalentes, preferentemente tipo éster, el carbonilo reactivo
a grupos OH de la superficie aceptora.
3. Formar un enlace éster con la cadena a’ de C4b presente en la C3-convertasa
generando un sitio de alta afinidad para C5<~ que cambia la especificidad enzimática y
transforma el complejo en la C5-convertasa de la VC (C3b-C4b2a). Kim et al.’37’ presentan
evidencia de que el enlace entre C3b y C4b ocurre en la Ser1217 de C4 humano (Ser’213 en
ratón>. Por otro lado, demuestran que los mutantes de C4h que son incapaces de unir
covalentemente CSb, pueden formar una C5-convertasa activa, indicando que la unión
covalente no es un requisito estricto para la construcción de la nueva enzima.
Experimentalmente se ha conseguido la activación proteolítica de C5 en ausencia de
C3’~”’, lo que estaría relacionado con los trabajos de Masaki et al.’39’ que refieren la formación
de una C5-convertasa con dímeros de C4b sobre liposomas.
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2.1.4. Regulación de la vía clásica.
Para el desarrollo de una actividad fisiológica normal, y con el fin de evitar reacciones
perjudiciales de los propios mecanismos defensivos del organismo, se hace indispensable la
existencia de factores reguladores. En un sistema tan complejo como el complemento, el
número de proteínas reguladoras (tabla 1.2> y sus mecanismos de acción son múltiples.
Ahora pasaremos brevemente a su descripción.
Factor 1 es una serinproteasa resistente a Dip-F que se sintetiza en monocitos como
un precursor monocatenario de 88 Kd posteriormente procesado a la forma plasmática’40’
constituida por 20 SCRs localizadas en dos cadenas polipeptídicas (46 y 39 Kd> unidas por
puentes disulfuro. Su cadena pesada presenta un dominio rico en cisteinas como ocurre en
los receptores de lipoproteinas de baja densidad. Circula en plasma en su forma activada.
Factor H es una glicoproteina de 150 Kd cofactora de factor 1 en la rotura de C3b.
Tabla 1.2. características de las proteínas reguladoras.
componentes Peso molecular
(<di
Estructura
en cadenas
cromosoma concentración
sérica (pg/mL>
Especificidad
cl-lnh 110 líq 150-350 dr, dic
FactorH 150 lq 480 c3b
Factor ¡ 88 46
39
4 35 c35,c4b
d4bp 500 7a:70
113:45
lq 250 c4b
cmi 160-250 lq c3b,c4b
OAF 70 lq C4b2a
C3bBb
MCPb 45-70 lq c3b,c4b
Factor J 5.9
lA’ 310 35 d3a,tD4a,dba
Proteína 5 80 500 C5b-7
HRFd 65 cs.cs
20 C8.c9
DAF’: Factor acelerador del decaimiento; Mcl”’:
anafilotoxinas; HRFd: Factor de restricción homólogo.
Proteína cofactora de membrana; IAÉ: Inactivador de
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C4bp es una proteína de 500 Kd, cofactor de factor 1 en la degradación proteolítica
de C4b y favorecedora del decaimiento de la C3-convertasa de la VC. Al microscopio
electrónico presenta una forma de araña, con 7 largas cadenas (70 Kd) idénticas y flexibles
de 3 x 33 nm unidas a un cuerpo central de 45 Kd’41’ (figura 1.5>. Cada uno de los brazos
está compuesto en sus 491
aminoácidos N-terminales. de 8 _________________________________________________
SCRs adoptando una estructura
en lámina fi y disposición no llnm
ordenada. La región C-terminal, ¡
más interior, consta de 58
residuos en a-hélice. Por su
conformación estructural es
capaz de unirse a varias Srwii
moléculas de C4b
simultáneamente’421. ¿;k Proteína 8
5.3
Junto a factor H, CRí, C4bp nm
CR2, MCP y DAF es codificada ______________________________________________
en el brazo largo del cromosoma Figura 1.6. Esquema de la esfruetura de c4bp.
1 humano, constituyendo un
grupo de ligamiento bautizado como RCA (reguladores de la activación del complemento$431.
GR 1. el receptor de complemento de tipo 1 1C035> es una proteína de membrana de
190 Kd, localizada en gran cantidad de tipos celulares (células B, neutrófilos, monocitos,.>,
pero mayoritaria en eritrocitos, que reconoce C3b, C3(H
20> y 04W Su arquitectura molecular
está construida por 30 SCRs, de las que 28 se agrupan en 7 series llamadas secuencias
repetitivas homólogas largas (LHRs><«l. Presenta un polimorfismo inusual relacionado con el
tamaño molecular de su dominio extracelular: el alotipo CRí-A, el más frecuente, presenta
30 SCRs, mientras que CRí-E, CRí-O y CRí-O tienen 35, 21 y 42 SCRs, respectivamente.
Esta variación parece no afectar a la funcionalidad del receptor, que actúa como cofactor de
factor 1 en la degradación proteolítica de C4b y acelera el decaimiento de la C3-convertasa.
Se ha detectado, también, un polimorfismo tisular: en polimorfonucleares, CRí, es 5 Kd
mayor que en eritrocitos.
El factor acelerador del decaimiento (DAF) es una glicoproteina de 70-80 Kd’45’
altamente glicosilada por enlaces 0-glucosidicos, localizada en un ancho rango de tipos
celulares. Su peculiaridad es que se anda a la membrana plasmática por un glucolipido, el
fosfatidil-inositol.
La proteína cofactora de membrana, MCP <0046) es una molécula reguladora de
amplia distribución tisular, inversa a la de CRí, pues no se encuentra en eritrocitos. Esto
sugiere que durante la maduración de la línea eritroblástica, 0046 podría ser sustituida por
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CRí. Carece de actividad desaceleradora y actua como cofactor de factor 1, siendo capaz de
unir C3b, C3(H20> y C4b.
La regulación de las convertasas de la vía clásica, vital para la supervivencia del
organismo, se lleva a cabo por diferentes mecanismos:
- la alta reactividad del grupo carbonilo, liberado del tioéster tras activarse 04 por Cis
o 03 por la 03-convertasa, le lleva a unirse a una molécula de agua si la superficie aceptora
no se encuentra próxima, inactivándose e impidiendo la subsiguiente formación de las
convertasas.
- la unión de C4bp a C4b, dificultada por C2b’
461, provoca el desplazamiento de C2a
y el decaimiento de la C3-convertasa’25’471. En la desestabilización de estas enzimas aparecen
implicados, también, factor 1, CRí y DAF. Este último con capacidad para unir C2a o Eb.
Nagasawa et al.<~’ han demostrado un decaimiento de la convertasa dependiente de la
temperatura (la vida media es de 60 mm a 3700> en ausencia de C4bp, sugiriendo que la
disociación es acelerada por C2b, que actuaría como inhibidor “feed-back” de la activación
de la VC’491
- roturas proteolíticas de los pilares estructurales de las convertasas que alteran su
arquitectura molecular y las incapacitan para realizar su función. Primero, factor 1 efectúa una
escisión en ausencia de cofactores generando un producto intermediario con un fragmento
de cadena a’ de 75 Kd, quedando toda la molécula enlazada por puentes disulfuro!421. En un
segundo tiempo, factor 1 en presencia de sus cofactores, C4bp’~1 y CRí’511, produce dos
roturas peptídicas en la cadena a’ de C4b generando tres fragmentos: uno de 47 Kd, C4d
(movilidad electroforética a>, se une a la superficie aceptora por enlaces éster o amida a
través del grupo carbonilo del tioéster, y otros dos, de 25 y 17 Kd, permanecen unidos por
puentes disulfuro a las cadenas fi y y, constituyendo C4c (movilidad ¡3>, que se desprende de
la superficie de anclaje.
De igual forma factor 1, en asociación con CRí y factor H (compite con 05 por la
unión a C3b, acoplándose a la molécula por su N-terminal), rompe la cadena a’ de 03 en un
solo enlace originando iC3b. Más tarde, una segunda rotura en un enlace Arg-Ser ibera un
polipéptido de 3Kd, C3f, de función no aclarada todavía, quedando el resto de la molécula
constituido por dos fragmentos en la cadena a’, uno de 68 lCd, portador del grupo carbonilo
reactivo, y otro de 43 Kd, unidos ambos a la cadena /? por puentes disulfuro.
Una nueva escisión proteolitica por factor 1 (se discute la intervención o no de
cofactores> o proteasas del suero, conduce a la liberación de C3c (dos fragmentos de la
cadena a de 25 y 43 Kd unidos por puentes disulfuro a la cadena fi), manteniéndose C3d,g
unido al aceptor. Este fragmento por tripsinización se hidroliza en C3d y C3g.
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En sistemas celulares, CRí es el cofactor de factor 1 en el procesamiento de C3b/C4b.
Dos SCRs en el N-terminal de la región LHR-A del receptor parecen constituir el sitio de unión
para C4b, mientras que el de C3b se localiza en el N-terminal de LHR-B y LHR-C. Esta
duplicidad le capacita para unir dímeros C4b-C3b’51’ y C3b-C3b<521.
Tras el tratamiento con aminas o caotropos, 04 se transforma en C4(H
20>. Von
Zabern et al.
152’ demostraron que esta molécula es capaz de formar una 03 convertasa en
fase fluida sobre la que actúan los factores reguladores al encontrarse expuesto el sitio de
unión para C4bp, oculto en la proteína nativa.
Contrariamente a los reguladores, existen factores con capacidad estabilizadora de las
03-convertasas:
- los factores nefríticostMí de 03 y 04. Son autoanticuerpos que pueden alterar el
procesamiento “in vivo” de inmunocomplejos en pacientes con patología renal. Actúan
impidiendo el decaimiento intrínseco y la acción proteolítica de factor 1, en presencia de
C4bp’55’ o CRí’56’ para la convertasa clásica, o de factor H para la convertasa de la VA.
- la oxidación de 02 por iodo en un grupo tiol de la molécula’~1.
- el Ni2~ amplia la vida media de la convertasa hasta 15 horas’571.
2.2 LA VíA ALTERNATIVA: BREVE COMENTARIO.
Factor B. la subunidad catalítica, es una glicoproteina de 102 lCd, perteneciente a la
familia de las serinproteasas, altamente homóloga a 02, codificada por un gen de 6 Kb dentro
de la región de clase III del complejo mayor de histocompatibilidad (MHO> en el cromosoma
6 humano. Es activada por factor O, otra serínproteasa de 23,5 lCd secretada como un
precursor de 30 Kd, que escinde la molécula, desprendiendo Ba, de función desconocida, y
Bb, la subunidad enzimática de las convertasas de la VA.
Tabla 1.3. características de las proteínas de la vía alternativa.
Componentes Peso molecular
(Kd)
Cromosoma Concentración
sérica (pg/mL)
CS 185 ‘Sp 1200-1300
Factor B 102 6q 210
Factor D 24 1-2
Propordina 220 X 20
La cascada de la vía alternativa. La activación se produce, generalmente, de forma
independiente de anticuerpo, sobre estructuras moleculares de la célula diana, pero en casos
concretos se dispara por lCs. Su desencadenamiento no se conoce con precisión puesto que
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carece de un componente iniciador como Ci en la VC, pero se da por seguro que no media
ninguna activación proteolítica. 03 en plasma sufre continuamente hidrólisis espontánea del
r¡oéster interno oculto, transformándose en C3(H20), que adquiere la capacidad de unir factor
ca — caolO)Bb
-~-T caul,o)a
FACTOR E
ca.
a
ca
cat-csbBbP
Figura 1.6. Esquema de la activación de la vra alternativa. Línea gruen: secuencía
principal. Línea punteada: ciclo amplificador.
preferentemente éster, ejerce el efecto amplificador característico de
E[581. Una vez
formado el complejo
C3(H20>B, factor D
activa la subunidad
catalítica liberando
Ea. Se ha
construido la CS-
convertasa de
inicia ción
dependiente de
Mg2~ (figura 1.6>.
La generación de
múltiples moléculas
de C3b, capaces de
anclarse a las
¡ superficies
aceptoras por
enlaces
esta vía<
5~.
cae l~L 1\
—1’~’ u
— Be
- FAcTOR E
FACTOR O
e
•PROPERCINA
cneó~
a—Be a
e
~TOR O
Otras convertasas de la VA pueden construirse con C3b generadas por la VC o
procedentes de la activación proteolitica por enzimas plasmáticas no pertenecientes al
sistema del complemento.
El complejo C3bBb, cuando no se forma sobre una superficie receptora activante, es
disociado por factor H o procesado proteolíticamente por factor 1 (veasé página 11>. Las
células del huésped presentan en sus membranas proteínas defensivas, CRí, DAF y MCP,
con funciones similares a factor H, para protegerse de los mecanismos activadores.
Contrariamente, existeuna proteína plasmática con capacidad para incrementar la vida
media de las convertasas de la VA retardando el decaimiento de Bb, la properdina. Fue la
primera molécula descrita en la VA, de ahí que se la refiera, a veces, como vía de la
properdina. Es un polímero cíclico mezcla de subunidades de 56 Kd que, por microscopia
electrónica, se detecta como trimeros o tetrámeros asociados cabeza-cola.
De forma similar a la C3-convertasa clásica, C3bBbP (C3-convertasa de la VA>,
hidroliza 03 nativo generando nuevas moléculas de C3b que pueden seguir varios caminos
diferentes:
1. Inactivación por una molécula de agua (C3b(H
20)>.
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1. Inactivación por una molécula de agua (C3b(H20>).
2. Unión a la estructura generadora mediante enlaces éste$~ Gil con cambio de la
especificidad enzimática, transformándose en la C5-convertasa de la VA, C3b-C3bBb.
3. Mediante un sistema amplificador, construir C3-convertasas nuevas sobre
superficies aceptoras.
4. Fijarse a estructuras no activadoras, donde será procesado por los reguladores.
Activaciones patológicas o experimentales ocurren en fase fluida por agentes
estabilizantes de la convertasa como el factor nefrítico de 03, un autoanticuerpo presente
en enfermos con ciertas patologías renales, o el factor del veneno de cobra (CVF), que resiste
la proteolisis por factor 1.
2.3 EL COMPLEJO DE ATAQUE A MEMBRANA (MAC>.
C5. el iniciador del MAC. es una glicoproteina de 190 Kd. Al igual que 03 y 04, se
sintetiza como un precursor monocatenario que será procesado a dos cadenas, a (115 Kd)
y ¡3 (75 lCd>, unidas por puentes disulfuro. Carece de tioéster interno porque presenta Ser y
Ala en el lugar de la Cys y Glu formadores del enlace, consecuentemente, no se une
covalentemente a superficies celulares ni sufre rotura autocatalítica. Tampoco es susceptible
a la inactivación por agentes nucleófilos o caotropos.
Las principales características de los componentes del MAC aparecen en la tabla 1.4.
Tabla 1.4. <Daractedsticas de los componentes del MAC.
componentes Peso molecular
(Kd)
Estructura en
cadenas
cromosoma concentración
sérica (pg/mL>
cs 190 a:115
13:95
9q 70
C6 128 6 64
C7 121 5 56
ca 160 cr64
13:64
y:22
lp
lp
9q
55
79 Sp 59
Los componentes finales de la cascada se encuentran relacionados estructural y
antigénicamente excepto la subunidad y de CE. Presentan una identidad de secuencia entre
el 21-30%, con una región interna casi libre de Cys. un dominio N-terminal hidrofílico,
semejante al que caracteriza al receptor tipo A de las lipoproteinas de baja densidad (LOL),
y, un 0-terminal hidrofóbico, compartido con el EGF tipo 6.
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G8 y C? son dos ¡32-globulinas
glicosiladas altamente polimórficas,
compuestos de cadenas sencillas de 128 y
121 Kd, respectivamente. A pesar de no
tener capacidad enzimética, son inactivadas
por inhibidores de serinproteasas.
GB presenta una arquitectura
molecular tricatenaria, muy rica en residuos
hidrofóbicos, con dos cadenas unidas por
puentes disulfuro, a de 64 Kd y y de 22 Kd,
acopladas de forma no covalente a fi, de 64
lCd.
G9, el componente mayoritario del
poro, es una glicoproteina de 79 Kd con
una alta capacidad de polimerización.
Presenta homología parcial con las MAC
perforinas’62’ (factores citoliticos de los
gránulos citoplásmicos de los linfocitos 1
citotóxicos y las células “NK” con
capacidad formadora de poro), pero éstas
son dependientes de Ca2~ y carecen de proteínas auxiliares para la polimerización.
alternativa
liberar OEa
en el resto
MAC.
Figura 1.7. MAC. A: Formación de poli-c9; E: Formación
del MAc”’
El Droceso de formación del coro!631. Las CE-convertasas clásica (C3b-C4b2a) y
<C3b-C3bBb) rompen la cadena a de 05 en el enlace peptídico Arg74-Lys’5 para
(1 i Kd>, una poderosa anafilotoxina con un 25% de carbohidratos, y provocar,
de la molécula, C5b, una cambio conformacional que inicia la construcción del
CSb presenta un sitio aceptor para 06, constituyéndose el complejo CSb-6 que
estabilizado por la unión de 07 (05b-7>, adquiere la capacidad transitoria de fijarse a
membranas celulares. La inserción se produce a través de dominios hidrofóbicos por un
incremento en el plegamiento de la estructura ¡3 durante la formación del complejo
trimolecular, lo que origina una zona de reconocimiento para 08fi. Una vez acoplado 08, el
complejo 05b-8, con estructura de varilla (figura 1.7>, puede producir una lisis lenta de
eritrocitos por la formación de canales de 10 nm.
La subunidad a de 08 actúa dirigiendo y catalizando la polimerización de 09. Cuando
6-18 moléculas del último componente han agregado (05b-9> queda construido un poro de
0.1 pm de diámetro en el espesor de la bicapa lipídica, causante del proceso lítico en la célula
aceptora. En modelos experimentales se ha conseguido la formación de complejos
A
- 3nm
16 nm
Poli-CS
10 nm
B
‘oo
33 nm
¾-__
—7
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exclusivamente con 09 (poli-09>, que además de los efectos causados en la permeabilidad.
incrementan de forma drástica la superficie de la membrana provocando alteraciones
estructurales irreversibles.
El control de la lisis celular se efectúa a través de la proteínaS. Su unión a C5b-7 o
C5b-8 transforma el complejo en hidrofílico impidiendo su acoplamiento a la membrana,
aunque manteniendo su capacidad para unir 09, bloqueando la formación de los poros.
Otros elementos reguladores a este nivel son: el HRF (C8bp>, que confiere resistencia
a las células autólogas, y 0059’”’.
3. FUNCIONALIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPONENTES DE LA VíA
CLASICA.
3.1. EN LA INFLAMAGION.
La intervención del O en la respuesta inflamatoria se conoció pronto. Células
inflamatorias (macrófagos, monocitos, ..> sintetizan y secretan componentes del O en las
zonas de daño tisular, y productos de activación proteolítica de la cascada, C3a, C4a y OEa
(anafilotoxinas>, están reconocidos como mediadores inflamatorios. En la movilización de las
reservas leucocitarias de la médula ósea se ha implicado a un péptido de 03”~’, unas veces
asignado 03e’661 (péptido de 10 Kd del N-terminal de 03d,g) y otras a 03d-lC’67’ <fragmento
de 41 lCd procedente de la digestión de iC3b con kalicreína que contiene el tioéster).
Las anafilotoxinas son péptidos de 9 Kd liberados de sus moléculas de origen (04, 03
y 05> por la acción proteolitica de enzimas del O (Cis, 03y 05 convertasas> en enlaces Arg-
X del extremo N-terminal de la cadena a. Ejercen multitud de respuestas biológicasíel:
inducen cambios en la permeabilidad vascular, promueven la adherencia de neutrófilos al
endotelio, contraen la musculatura lisa del íleon de cobaya, liberan histamina de los gránulos
de las células cebadas y basófilos sanguíneos, ... Además OSa, la más potente de las tres,
ejerce un efecto quimiotáctico (no dependiente de la Arg O-terminal>. Son controladas, en
plasma, por una carboxipeptidasa N, que elimina la Arg O-terminal, reduciendo o aboliendo
su función. La respuesta de OEa es mediada por leucotrienos, mientras que son las
prostaglandinas los agentes mediadores de 03a, al menos a nivel pulmonar.
En la última etapa inflamatoria, la eliminación del agente inductor, son fragmentos del
O (03b, 03d, C4b. C4d, ...) unidos a superficies celulares o lOs los que actuarán como
opsoninas, se unirán a receptores específicos y promoverán la fagocitosis. Este mecanismo
es de gran importancia en la defensa frente a gérmenes Gram +.
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3.2. ACLARAMIENTO DE INMUNOCOMPLEJOS.
Hay dos fenómenos íntimamente relacionados con la eliminación de agregados de la
circulación: la inhibición de la inmunoprecipitación (IIP>, cuyo papel preponderante
corresponde a la Ve1691, y la solubilización de inmunocomplejos (SOL>, de menor relevancia
fisiológica, en la que la VA aparece como principal responsable’701. Ambos mecanismos no
son producto de reacciones proteoliticas, sino de la intercalación de fragmentos de O entre
las moléculas que construyen la red Ag/AO y en ninguno de los dos procesos intervienen los
componentes del MAC.
3.2.1. La inhibición dele inmunoprecipitación <¡IP).
La precipitación de los agregados ocurre por un doble mecanismo: una fase inmune
de asociación del antígeno con el anticuerpo, seguida de una coprecipitación no inmune por
interacciones Fc-Fc. Es máxima en el punto de equivalencia (todo el AO ha precipitado>, y
muy importante en exceso de AC.
Al incubar Ag yAC (lgG, lgM, pero no lgA1111> en condiciones de máxima precipitación
con suero fresco, se inhibe la formación de ¡Os. Como un primer mecanismo, la unión de Ci,
pero no necesariamente su activaciórP21, enlentece el proceso de agregación’73’ por
impedimento estérico’741, manteniendo solubles los complejos en los primeros momentos.
Inversamente, Oiq, a través de sus cabezas globulares, fija distintas moléculas de
inmunoglobulinas facilitando las interacciones1731. Estos datos otorgan una gran importancia
al acoplamiento de Oir y Cis, aunque sus centros activos no se requieran para esta
función”91.
El papel de 04b es controvertido, ya que parece no retardar la IIP. En ausencia de 02,
los complejos formados son de un rango más amplio que cuando sólo Ci está presente’751.
La unión covalente de 04b a los lOs’721 puede dar cuenta de su mantenimiento en solución
o simplemente serian la base estructural para el asentamiento de la convertasa!’2741.
A pesar que los procesos anteriores ejerzan un papel iniciador, el mecanismo esencial
de la IIP es la unión covalente de C3b al inmunoagregado tras la activación de la VC’721. La
formación de complejos con el Ag sería la causa que impediría la formación de una red densa.
La relación 03b/lgG encontrada en la IP (2/5>1761, así como la producción de OSa son menores
que en la SOL (1/1>1771, indicando la necesidad de menor activación de 03, por lo que es
suficiente con la VC.
3.2.2. La solubilización de inmunacomplejos <SOL).
Una vez precipitados los complejos, el organismo ha diseñado un sistema, en el que
el O es el mecanismo efector principal con el fin de evitar alteraciones patológicas. Czop,J.
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& Nussenzweig,V.<70’ encuentran que la incubación de lOs preformados con suero fresco
coníleva su solubilización. Este proceso está íntimamente relacionado con la unión covalente
de 03b a la red AgIAC, lo que provocará, debido al gran tamaño de la molécula, la
disgregación de la malla por pérdida de uniones Ag/Ac’18’ y la rotura de las interacciones Fc-
Fc, revelada por el enlentecimiento de la solubilización en complejos formados por
El proceso resolubilizador es altamente dependiente de la clase de AC <mejor con
lgG2b e lgM, y muy pobre con IgA), quizá como un reflejo de la capacidad para aceptar las
moléculas de C3b’~’; también de la afinidad (relacionada con la constante de asociación
intrínseca de los sitios de unión>’70 “~ y de la avidez (tendencia de ambas moléculas a
combinarse y formar complejos estables>181’ del AO por el Ag. Estas dos últimas propiedades
están en relación inversa con la SOL.
En la SOL pueden establecerse tres etapas1821:
Formación de la 03-convertasa a través de la VA o en combinación con la VO,
fijando 03b. Este mecanismo es dependiente de Mg2~. La VC ejerce un efecto sinérgico, ya
que en ausencia de Ca2t 040 02, la SOL es menos eficaz [221 pero lOs pretratados con Cl,
04 y 02, sin 03, no la efectúan’~’.
Fujita et al.’771, trabajando con componentes purificados, demuestran que en ausencia
de factor H y factor 1, el consumo de 03 se verifica en fase fluida y no hay depósito de C3b
sobre los lOs, evitándose la SOL. Además la properdina juega un papel importante en
presencia de los dos reguladores’~’.
2. Amplificación absolutamente dependiente de la VA sin requerimientos idnicos. La
VO, debido a la menor concentración sérica de 04 y 02 en relación a 03 y factor E carece
de una acción preponderante.
3. Resolubilización en ausencia de proteínas y cationes divalentes por un mecanismo
de interferencia directa o alostérica generado por 03b unido.
Los 1 Os resolubilizados no son sometidos a posterior disociación al ser reincubados
con suero. Cuando son expuestos a exceso de 0, no se unen a los receptores de las células
sanguíneas. Varias hipótesis183’ se dan para explicar este suceso sorprendente:
- 03b unido a los por la VA puede tener una configuración distinta a la del incorporado
por la Ve, que impida el reconocimiento por los receptores.
- la necesidad de un agrupamiento de moléculas de 03b para que se una al receptor.
Se ha comprobado una mayor afinidad de CHi por dimeros de 03b.
- unión de properdina o factor H impidan la interacción con el receptor. Esta hipótesis
parece poco probable porque el proceso es irreversible.
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3.2.3. Eliminación de inmunocomplejos del torrente sanguíneo.
Cuando un agente extraño o una molécula inmunógena penetran en el sistema
vascular, el AC que se han generado contra
ella, la bloquea y forma inmunoagregados.
Si el AC es activante de O, la VO se dispara
y mantiene los complejos solubles. La
eliminación de estos lOs se realiza
rápidamente por macrófagos tisulares’861.
Si la VC no es capaz de controlar la
agresión, los agregados precipitan. En este
momento, el papel solubilizadarde la VA es
esencial para la salvaguarda del organismo.
Si fracasa, se depositan lOs en los tejidos,
preferentemente riñón y vasos sanguíneos,
ocasionando glomerulonefritis, arteritis,
Pero si no, estos complejos son procesados
vía receptores de complemento (CRí>
presentes en los eritrocitos y pueden sufrir
la acción proteolítica de factor 1. Su destino
final es doble (figura 1.8>: pueden ser
destruidos, junto con los hematíes que los
transportan, en el hígado y el bazo, o
transportados a macrófagos tisulares de
forma pasiva para su degradación’861.
3.3. LISIS CELULAR.
Es el resultado final de la activación completa de la cascada del O. Sus últimos
componentes se ensamblan <C5b-9~> para construir poros en la bicapa lipídica de las células
extrañas provocando un aumento en la superficie de la membrana y alteraciones osmóticas
que ocasionan la muerte celular (ver 1.2.3). Las células nucleadas del organismo poseen
distintos mecanismos defensivos para solventar la acción del O, que resultaría letal para la
vida:
- inhibidores de la formación del poro, el DAF y el HRF (ver l.2.i .4>.
- procesos de internalización y destrucción de los complejos.
- mecanismos reparadores de membrana.
Durante el proceso evolutivo, algunos agentes patógenos han desarrollado defensas
para frenar el ataque del O: las bacterias Gram + resistentes están rodeadas por una gruesa
capa de peptidoglucano que impide a los componentes del MAC el acceso a la membrana;
Figura 1.8. Esquema del procesamiento de íc.
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las bacterias Gram - resisten por presentar largas cadenas de O-polisacáridos en su pared, por
lo que las proteínas del MAC no llegan a ensamblarse a la envoltura celular. Además, se ha
demostrado unión de Olq a las formas R (no capsuladas>, pero no a las formas 5
(capsuladas>, que son las más agresivas para el organismo.
En algunas enfermedades autoinmunes. pueden afectarse los mecanismos defensivos
y lesionarse los tejidos del huésped.
La VO está implicada en infecciones por bacterias Gram -, tanto en presencia como
en ausencia de AOs,, mientras que en las provocadas por Gram +, la lisis es exclusivamente
dependiente de ellos. En la activación no lítica, las células bacterianas se revisten de
C3b/04b, ejerciendoun papel opsonizante paralos macrófagos, siendo necesaria una proteína
sérica que medie la unión de 04 a la membrana. La muerte bacteriana sobreviene por un
mecanismo complejo: el MAC solamente forma poros en la envoltura bacteriana externa. Se
especula con la posibilidad de que la acción del O se desarrolle en zonas donde las dos
membranas bacterianas se unen1161.
Algunos virus con envoltura lipídica, los retrovirus, son activadores del O por la VO
y susceptibles del ataque por el MAO. El O es fundamental en el proceso de la neutralización
vírica: la interacción de un virus con su AO específico induce la formación de enlaces
covalentes entre C4bfC3b y el inmunoagregado, impidiendo la interacción del virus con su
receptor celular.
3.4. FUNGION INMUNOLOGIGA.
La intervención de los componentes de la VC en la respuesta inmunológica es muy
compleja y está siendo sometida a un estudio intensivo. Algunos aspectos merecen especial
interés:
- los macrófagos, células presentadoras de antígeno, son capaces de sintetizar y
secretar componentes del 0121.
- la presencia de receptores para componentes del O en células linfoides: en células
E (CRí, 0R2, ..) y T (MCP>.
- la alteración en la producción de linfokinas: la unión de Oiq a su receptor inhibe la
actividad IL-i en células linfoblásticas.
- los individuos deficientes en 03 no presentan alteraciones inmunológicas, pero
algunos de sus fragmentos influyen en la respuesta inmune: 0% agregado <producido por la
VA) puede inducir el crecimiento de células 6 activadas y mejora el de células T dependientes
de lL~2whí, y alguno de los fragmentos de 03, 03d-k (generado por digestión enzimática con
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kalicreína>, inhibe la proliferación de linfocitos inducida por mitógenos y los libera de la
médula ósea1671. Se ha sugerido un papel para 03a en la generación de células T
supresoras’~’.
- el papel de 03 en la producción de células de memoria<~l.
- 04 ejerce un papel controlador en producción de ACs, al menos en cobaya.
Individuos deficientes fueron incapaces de producir una respuesta secundaria a PX1 74, que
se recupera al suplementar con 04.
4. EL CUARTO COMPONENTE DEL COMPLEMENTO (C4).
4.1 LOS GENES DE G4 EN LA REGION DE CLASE III DEL GOMPLEJO PRINCIPAL DE
HISTOCOMPATIBILIDAD.
Se localizan en la zona p21 del brazo corto del cromosoma 6<~~1 dentro de la región
del complejo de histocompatibilidad”’, entre los genes de clase 1, HLA-B”2’ (a 0.6 cMorgans>
y, los de clase II, HLA-DR1931 (a 1.0 cMorganF”1, en desequilibrio de ligamiento con otros dos
genes del 0, 02 y factor 8.
En los años 70 se pensaba que, de forma similar al cobaya, 04 estaría codificado por
un solo gen con 3 alelos comunes192> y tres menos frecuentes’~’, con duplicaciones en
algunos individuos secundarias a la presencia de un gen único1961. Awdeh, Z. L. & Alper, 0.
A.’971 desarrollaron un nueva técnica para el tipaje de 04 (tratamiento con neuraminidasa
previo a la electroforesis> que permitió la distinción de los heterocigotos y llevó a un
replanteamiento de los datos estadísticos que finalizó con el diseño de un modelo con dos
loci’~’.
Dentro del cromosoma, 02 y factor E están separados 2 Kb y alejados 30 Kb de los
genes de 04 que distan entre sf10 Kb’931. La distancia genética entre factor E y 04 es 0.04
cMorgans’99>. Dos genes de 4.5 Kb que codifican para la 21 -OH-hidroxilasa <E.C. 1.14.99.10>,
una enzima del metabolismo del colesterol cuyo déficit causa la hiperpíasia adrenal congénita,
han sido mapeados cerca del 3’ final de ambos genes de O4í1~~~ 1011 a una distancia de 1.5
Kb”001. El gen 21-OH-E codifica para una proteína funcionaF”’” de 494 aminoácidos y
contiene 10 exones, mientras que su homólogo, el 21-OH-A es un pseudogen con una
deleción entre los residuos i 10 y i i 2 y una mutación sin sentido, que lo incapacitan para
realizar su función biológica”021.
En i983. Carroll,M.O. & Porter,R.R.”031 donan el gen de 04. El gen corto de C4A
consta de 41 exones que codifican para 1744 aminoácidos. Comparte una estructura común
con los genes de 03 y a2-macroglobulina, revelando un posible origen común”~’.
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Se han demostrado dos genes de 04 de distinto tamaño: uno de 22.5 Kb, presente
en todos los alotipos A y en algunos 8, y otro de 16 Kb, en el resto de los alotipos 8. Este
polimorfismo se debe a un intrón de 6.8
Kb’105’106’ localizado a i 08 bases del sitio de7.0 3.2 S.~ 3.7
— — comienzo de la transcripción con la
respectiva señal de rotura GT/AG. La
04>. 21-OH-A 048 21-OH-O
endonucleasa de restricción Taqí es capaz
7.0 3 2 6.0 3.7
— — — — de discernir estas estructuras: un fragmento
de 7.0 Kb corresponde al gen A largo, 6.0
04>. 2tOil-A 048 21.01-1-E
Kb al B largo, 5.4 Kb al 8 corto y 6.4 Kb a
una deleción del gen A’1051. Del mismo
modo, es posible diferenciar los dos genes
C4B 21-OH-E 21-OH: un fragmento de 3.2 Kb representa
r¡gura 1.9. Mapeo de la región de C4 Y 21-OH usando el gen A y una hibridación de 3.7 Kb al gen
fragmentos de restricción de Taqí. a. Gen largo C4A y
gen corto c48; b. Des genes largos; c- Deleción de c4A 911071 (figura 1.9>- Todos estos patrones de
y 210HA. restricción están asociados a zonas no
codificantes de las moléculas, pues las
modificaciones que generan las variantes alélicas no son reconocidas por la enzima utilizada.
Utilizando un procedimiento electroforético seguido por hibridación con BssH II,
Dunham et al.”~>, logran discernir los distintos haplotipos de 04: dos genes largos generan
un fragmento de restricción de 115 Kb; un gen largo y otro corto, 105 Kb; un sólo gen largo,
80 Kb; y por último, los que presentan sólo un gen corto, 70 Kb.
La región de clase III presenta algunos datos curiosos que dan cuenta de la gran
complejidad de esta zona del DNA:
- se ha donado un gen, expresado en las cápsulas suprarrenalesy en células de Leydig
tumorales, en la hebra opuesta a la de los genes del O que solapa con el último exón del gen
21-OH’1091.
- entre factor 6 y 04 se ha mapeado el gen RD con una estructura periódica
inusual’1’01.
Esta región genética está siendo objeto de múltiples estudios para localizar nuevos
genes. Se ha mapeado un gen semejante a la tenascina (proteína de matriz extracelularY111’
y los genes que codifican para TNFa y 13.
No se conoce la razón última por la que varios genes del O, aquellos encargados de
formar las convertasas, se encuentran ligados al sistema mayor de histocompatibilidad,
aunque podría aventurarse la posibilidad de que exista una ventaja selectiva para los genes
de clase 1 y II, quedando atrapados los de clase III entre ellos.
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4.2. ESTRUCTURA DEL GUARTO COMPONENTE DEL COMPLEMENTO.
Es una glicoproteina de 205 Kd constituida por tres cadenas polipeptídicas, adA y y,
de 93. 78 y 33 Kd respectivamente, enlazadas por puentes disulfuro y fuerzas no
covalentes’1121 conteniendo un 7% de carbohidratos’1121. Por análisis de dispersión de rayos
X se presenta como un cilindro elíptico con semiejes de 5.6 x 2.1 nm y 11 nm de
longitud’114’
Tres complejos fucosilados biantenarios formando enlaces N-giucosídicos con las
Asn843’ 13» 1372 se localizan en la cadena a,
fa glicosilación en 13 (Asn21~fl es del tipo
manosa (Man9 GlcNac2>. mientras que y
carece de azúcares11151. Una zona de
sulfatación con tres residuos implicados
(Tyr1398’ 1401. 1403)<1161 se localiza en el dominio
a4 (figura 1.10), zona que puede
encontrarse próxima en la estructura
tridimiensional a la región N-terminal de la
cadena a (04a> porque en moléculas
desulfatadas hay una reducción de la
actividad hemolítica en un 50% y las
concentraciones de Cis necesarias para la
activación de 04 se incrementan 10 veces’1171.
La secuencia de aminoácidos de pro-04A (figura 1.11>, cuya numeración se sigue en
este trabajo, fue obtenida a partir del cDNA por Belt y al.’”81. Se prolonga la secuencia
codificante de la cadena yen 420 ph no traducidos con la señal de poliadenilación<ATTAAA>
localizada 29 nucleátidos antes del inicio de la cola poli-A.
Los puentes disulfuro quedan establecidos: N-terminal de <¿---Ni-terminal de a <aS>, Ni-
terminal de a---N-terminal de y y 0-terminal de a <0ys1375>---O-terminal de y. El resto de las
cisteinas, 4 en ¡3, 10 en y y 6 en a (todas ellas en 04a), posiblemente se vean implicadas en
la formación de enlaces disulfuro intracatenarios’119 1201 En este punto hay que hacer
referencia a la 0ys1102 extra de 04A, presente en la zona de diferenciación isotípica, y a la
Cys99’ formadora de un enlace tioéster con la Gln994, oculto en la molécula nativa.
Tras la activación por Cis, una rotura proteolítica en el enlace Arg73B~Alal39 (residuos
77-78 de a> libera un polipéptido de 8 Kd de la cadena a, C4a (estudiado con más detalle en
4.6), mientras que el resto de la molécula, 04b, sufre un cambio conformacional con un
reordenamiento de las fuerzas moleculares que provocan la rotura del enlace tioéster
(adquiriendola capacidad de interacción con superficiesaceptoras> y la exposición al solvente
de nuevos dominios. Estas modificaciones se detectan por:
TIOGSTtRa
Figura 1.10. Modelo espacial de la disposición de las
cadenas de C4 según los datos actuales. Localización de
los azúcares y las sulfatacionea
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Cadena fA 40 ea
VLSATFFTLS[O KpRtLLFSpSVvHLGvPLSvGvOLQDVmGQ VVK0SVnNPSRNNVPCSH(VDFTtSSERDFALLSLQVaK0AKSCGLH0LLRG~VOLVA
120 160 200
HSFWU<DSLSOTTNIQGINLUSSBRGHSLQTOOMYNPGORVRYR VFAWOKMRPSTDUIVMVENSHGLnVBKKEVVMPSSIFQDDFVIFOISEPGTM<ISARFSOG
Glicosilación 240 280
LES — NSS — TQFEVICKYVU’NrEVKrVPGKPYILTVPGHLoEMQLD IOAnYiYGKPVOGvAYvRFGunEOGKKTFfRaESOTKLvNGOsHiSLsKAEFOOALEKLNMG
320 360 400
440 460 520
QTISrLQLSVSAGSPHPAíARLTVAAPPSGGPCPLSJERIW FOSRPPRVGOWNLNuIAVGSGAWSHYWMíLSRGOíVFMNREPKiITUSVSVFVDHRLAPSFVFVAF
660 600
YYHODFIPVANsLRvOvQAGAcEC,KLELSvDGAKQYRNGESvKLHLE TDSLALVALGALnTAIYK4GSKSHKP¶JJMGI<VFEAMNSYOLGCGPGGGOSALOVFCAA
640 Cadena lA’— —Cadena a 660 720
GLAFSOGOOWTUSRKRLSCPkEKTT HKKF4__NVNFO iC4INEKLGOYASPTAKRcCQOGvTBtPMMAScEoR4AHvQQF¶L]DcREPRSCcQFAESLRKKSRDKG
cm Unión de C4bp 760 000
OAGLQR_ALEiLO — EEbLIDEDD-. íPVRSFFPENWLWRVETVIJ FWOILRWUNJSLTTWrIHGLSLSKTKGLCVATPVQLRVFREFHLHLKPMSVREFEOLELOPVLYN
Glicosilación 800 920 Factor 1
YWK — P&T... vSvHvSPVEcLCLAGGGGLAOOvLvPAGSABPvAJS VVPTAAAAVSU<VVAHGSFEFPVGDAVSKVLOJEKEGAIHHEELVYELNaDIJBGJi_TtEIP
950 TIOESTER ,000 1040
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Figura 1.11. Secuencia de
aminoácidos de 04A’11’. Los aminoácidos
situados entre corchetes la-a] son los
puntos ~ 19?.221,2221 Las Oys
aparecen subrayadas y en negrilla. Fntre
cuadros negros (.. ... ...llos puntos de
glicosilación, sulfatación, la zona de unión
de O4bp y la región del enlace tioéster.
____ Las roturas enzimáticas vienen marcadas
por espacios subrayados ( 1. Subrayado
el péptido donde se une ca con las Ser
marcadas con - A la derecha un esquema
de los principales puntos func¡onales de la
molécula de 04.
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- diferencias en la captación de 1251 entre 04 y 04b por el método de la
lactoperoxidasa.
- disminución de la fluorescencia intrínseca112’~.
- estudios de dispersión de neutrones encuentran compactación en 04 nativo que no
se observa en 04u (molécula de 04 que tiene hidrolizado el enlace tioéster)’171.
- se pone al descubierto el sitio de interacción de O4bp, posiblemente situado en una
región aniónica en a3 entre el Glu?« y el Asp752 [2~~• La base de esta hipótesis es la inhibición
de la interacción 04b*C4bp por heparina, un polisacárido sulfatado con un gran número de
cargas negativas”221.
- la aparición del sitio de unión covalente de C3b a 04b durante la activación de la VC
en la región comprendida entre la Alallee y la Lys1259. En esta zona existen 12
hidroxiaminoácidos candidatos al enlace, de los que 6 se conservan en ratón’”41. Estudios
más recientes por mutagénesis dirigida, cambiando las Ser1217 y Ser’219 por Ala, eliminan la
unión de 03b a 04b, considerándose como el punto de interacción entre ambas moléculas’371.
La cadena ¡3 parece encontrarse más oculta en la molécula nativa:
- su digestión tríptica es posterior a la rotura de la cadena a1281.
- no se ve afectada por el tratamiento con neuraminidasa a pesar de tener un hidrato
de carbono con ácido siálico. Además, estos azúcares tipo manosa no han podido ser
procesados a fucosas por las manosidasas del aparato de Golgi’1171.
A pesar de todo, se han fabricado
ACs monoclonales contra ella’125’ y se ha
____ sugerido que la Arg4~ contribuye a la unión
de 05 a la O5-convertasa”261.
Pocos datos se tienen sobre la
funcionalidad y la disposición espacial de la
cadena y. Ejzemerg et al.”27’ la implican en
la generación de SAO42a <eritrocitos
revestidos con hemolisina a la que se unen
los componentes C4b y C2a> porque
reduciendo con DTT detectan pérdida de
actividad hemolítica simultánea a su
desprendimiento.
Como se describió en un apartado
anterior, factor 1 en presencia de C4bp
(también CRí) es el responsable de la
degradación proteolítica de C4b. La acción
Figural.12.Activao¡ónydegradadánenzimádcadeC4. enzimática se verifica en dos etapas (figura
1.12>. La primera conlíeva la rotura
‘3
c
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proteolítica en el enlace Arg1318-Asn1319 con generación de dos fragmentos en la cadena a.
uno de 70 Kd donde se une O4bp, y otro de 16 Kd (a4>. La molécula así formada. 04b’,
conserva su actividad funcionaf”91. En un segundo paso, se escinde el enlace Arg937-Thr938
para dar tres fragmentos: a2 <C4d) de 45 Kd con un 6% de carbohidratos, con capacidad de
unión a las superficies aceptoras por contener el enlace tioéster; a3 (N-terminal de la cadena
a’> y a4 (O-terminal de la misma>, de 25 y 12 Kd respectivamente, glicosilados en mayor
proporción, 10% en a3 y 22% en a4’12’~. Ambos polipéptidos permanecen unidos a ¡3 y y por
los enlaces disulfuro explicados anteriormente.
La estructura de C4c y 04d por análisis de dispersión de neutrones propone una
arquitectura de dos elipsoides lamelares con dimensiones de 8 x 18 x 9 nm CC4c) y 4 x 1 2x
x 9 nm (04d> que se conectan perpendicularmente para conformar la molécula completa!171.
4.3. BIOSíNTESIS Y SEGREGION.
04 es sintetizado, por hepatocitos’1301, macrófagos peritoneales11311, células epiteliales
pulmonares tipo 11<1321, células epiteliales de los túbulos renales<133> y la línea monocítica U937
inducida por interferon-y~~1, como un precursor monocatenario~1351 carente de azúcares y de
péptido líder <pre-pro-04), cuyo peso molecular es 5 Kd menor que la forma secretada <pro-
04), que se encuentra presente en plasma y suero, representando un 8% del 04 sanguíneo
total. Ninguna de las dos moléculas presenta todavía actividad hemolítica.
En el retículo endoplásmico, pre-pro-04, es glicosilada con azúcares tipo manosa
responsables del aumento de peso molecular en pro-C4.
Antes de verificarse su secreción, la molécula precursora sufre varias modificaciones:
- la sulfatación de residuos Tyr en la porción O-terminal de la cadena d13’~ (ver 4.2).
Este hecho es común a otras proteínas plasmáticas, como fibrinógeno. gastrina y
colecistoquinina.
- formación del enlace tioéster (ver 4.4>.
- la configuración definitiva de los puentes disulfuro, bloqueada por tunicamicina o
análogos de la treonina (S-OH-nor-valina>, ambos inhibidores de la glicosilaciórt1371.
- reprocesamientoen el aparato de Gologi de los carbohidratos para transformarlosdel
tipo manosa al tipo fucosa. Estos dos últimos puntos parecen estar acoplados.
Posteriormente pro-04, cuyo extremo N-terminal corresponde a la cadena 13 ¡138.1391
sufre un procesamiento proteolitico extracelular por una proteasa del tipo plasmina~1401 o del
tipo tripsina más una carboxipeptidasd118t, para transformarse en la molécula activa
tricatenaria.
Dos formas glicosiladas, parcialmente procesadas, correspondientes a las cadenas lA-
a±y(168+ 33 Kd)y lA±a-y(67±125 Kd>, aparecen en plasma en una proporción del 5%
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Figura 1.13. Modelo dei procesamiento de 04. Modificado dc ¡139). Las cuatro estructuras de la derecha se
encuentran presentes en plasmo.
(figura 1.13>. No se han encontrado intracelularmente,y ambas, mantienen el enlace tioéster
intacto. Su vida media es reducida y pueden transformarse en la molécula mayoritaria en
plasma. C4~’~41>. Carecen de actividad hemolítica y no son escindidas por Cis (a-y si lo hace
cuando la concentración de Cis es elevada), indicando la necesidad de un procesamiento
posterior que suministre la conformación apropiada para su eficaz activaciórP’21.
Por inmunoprecipitación se detecta una forma tricatenaria, OIt con actividad
hemolítica, que posee un péptido adicional de 5 Kd en el extremo 0-terminal de la cadena a.
C4~ no sufre autolisis en las condiciones en las que se rompe la cadena a de 04”, por lo que
este fragmento de 5 Kd puede estabilizar el tioéster durante la síntesis, secreción y
procesamiento de la molécula, especulándose con la posibilidad de que actúe como regulador
en la biosíntesis!’~’. La adquisición de la estructura definitiva depende de una metaloproteasa
del tipo elastasat1”1 (el procesamiento se bloquea con 1,10 fenantrolina) que rompe el enlace
Ala740-Lys749 en la cadena a, liberando un polipéptido de 20 residuos’1451. Este tipo de
preactivación se ha descrito en el colágeno. Recientemente se ha demostrado el ataque de
componentes del complemento (03, 04, 05, 06 07, 08 y 09> por metaloproteasas de
Serratía I¡quefaciens”’61.
La regulación de su biosíntesises poco conocida. Algunos trabajos implican a la propia
C4~c<S
Pre-pro-G4
~E~p
~ff—
Pra-G4
Pro-04
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molécula de 04, capaz de inhibir su propia síntesis afectando la transcripción o la
modificación post-transcripcional del m-RNA’1471. Por otro lado, ACs anti-04 suprimieron su
síntesis y secreción en macrófagos peritoneales”~’, efecto que revierte por cAMP114». En
estudios de inhibición de la glicosilación con tunicamicina, se bloquea la secreción de
proteínas del complemento en macrófagos de cobaya y la forma no glicosilada sufre un
catabolismo más rápido11~’.
Un factor soluble, FsC4, se considera responsable en la regulación de la producción
de 04 por macrófagos esplénicos’1511.
4.4. EL ENLACE TIOESTER: CLAVE FUNCIONAL. EL PROCESO AUTOCATALITICO.
03, 04 y a2-macroglobulina en estado nativo presentan una región de alta homología
Gly-Cys-Gly-Glu-Glu en la que se forma un anillo de tiolactona de 15 eslabones por la síntesis
de un enlace tioéster internot152 ‘~ entre la Cys y el segundo Glu (codificado Gín a nivel de
DNA>, con una arquitectura espacial planar’1541 <figura 1.14>. Estas tres proteínas se
caracterizan por la formación de
enlaces covalentes con ___________________________________________
moléculas aceptoras, GIy
determinantes de su
funcionalidad biológica, de los
que el tioéster es responsable
tras un proceso de activación
proteolitica generado por O NH
distintas enzimas: Cis en 04,
las C3-convertasas en 03 y H GIy
varias proteasas en a2- Gb., Gb.>
macroglobulina. Fgura 1.14. Est’uctura planar del enlace tioéster ‘“.
Es altamente reactivo y sensible a la presencia de aminas (metilamind’55’,
hidroxilamina’1561, cadaverina, putrescina,...>, amoníaco, agentes caotrópicos’53’ ... y se
inactiva por la configuración de la red de hielo~1571 en los procesos de congelación-
desco ng elación’1581.
Se han sugerido varios mecanismos para su síntesis entre la 0ys981 y la Gln994 en el
fragmento C4d de la cadena a:
1. Activación de la Gín por un proceso enzimático originándose una forma lactámica
que isomerizaría para dar el tioéstert1591.
2. Por medio de transglutaminasas, enzimas que contienen un SH en su centro activo,
se catalizaría la construcción de un enlace y-glutamil--c-aminolisina utilizando como
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intermediario el S-y-glutamil-cisteína Pm¡emnu Zonadellioéstm Zonaisotipica
con pérdida del amonio original de la
glutamina’1~’. G4ANimano RGCGEOTM roo CPVLORSM
C4Bhumano RGCGEOTM FO ISPVIHRSM
3. Formación espontánea. GCAEOTM FhDPCPVIH F{~jM
Pangurn, M.K.’161’ ¶62! hidrolizando el SGCGE U FOEDA VI
tioéster con amonio a baja
temperatura, atrapa un intermediario U2-macroglobulina YGCGE NM FRSSGSL LNM Al
carente de funcionalidad, capaz de Figura 1.15. Secuencias — la región del tícéster y en la zona de
resintetizar el tioéster recuperando la diferenciación isotipica”511.
capacidad autolítica, la función
hemolítica y la unión a superficies receptoras. Los residuos implicados en el mantenimiento
de la conformación proteica idónea para su biosíntesis parecen ser: Pro’007, Glu’012, Gln’013
y Pro’020, ya que al reemplazarse por Gly, Gín, Asn y Gly, respectivamente, alteran sus
propiedades características”631.
lijima et al. han logrado caracterizar un factor soluble que parece responsable de la
formación del enlace tioésterllMl.
La especificidad de reacción de las moléculas portadoras del tioéster es variable: 04A
y a2-macroglobulina forman enlaces amida, mientras que 03. 048 y 04 murino prefieren
ésteres. Esta reactividad está relacionada, como se verá más tarde (1.4.7), con los residuos
de la zona isotípica: Leu’105-Asp”06 en C4A, e lle”05-His’105en 03, 046 y 04 de ratón. La a2-
macroglobulina no es muy homóloga en esta zona y sustituye el Asp”06 (04A> por Asn (figura
1.151- Es importante hacer notar, que todas intervienen en procesos de aclaramiento de
material exógeno de la circulación general y en la reacción inflamatoria.
El enlace tioéster, junto a una conformación estable de los puentes disulfuro, es el
causante del Droceso autocatalíticode 03 y 04~139í. La autocatálisis de pro-04 ocasiona dos
fragmentos, lA-NH
2a de 118
Kd y COOHu-y de 93 Kd. La
eficacia del mecanismo sobre
las dos formas parcialmente
procesadas (B-a±yy B±a-y)
es diferente: mientras a-y
sufre autolisis con facilidad
(93 Kd + 40 KW, lA-a es más
resistente (118 Kd + 60
Kd>’
1421 (figura 1.16>.
La incubación de 04 a
7500 fragmenta la cadena a
Figura 1.16. Fragmentos autolíticos ‘401Los números de la derecha
corresponden al peso molecular.
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Figura 1.17. MecanIsmo de autocatálisis
ácida general ¡flkamoleajlar116~. Se
aprecie la formación de un piroglutámico
N-terminal.
en dos segmentos, de 59.5 y 43.5 Kd
respectivamente’1551. En presencia de SDS o cloruro de
guanidinio, a 3700, se obtienen dos polipéptidos
semejantes a los anteriores, con el grupo SH del tioéster
en el fragmento de 40 Kd y un piroglutámico Ni-terminal
en el de 54 Kd (también en 03 y a2-macroglobulina$165U
Esta autocatélisis se previene por tratamiento con 2-lA-
mercaptoetanol o agentes nucleáfilos que destruyen el
enlace11661.
Dos mecanismos se han propuesto como
generadores de autocatálisis:
- un ataque nucleófilo sobre el tioéster por parte
del enlace peptídico Nl o N2 asistido por el grupo
carbonilo desprotonado del glutámico, para dar una imida
como intermediarid’531.
-un mecanismo de catálisis ácida general
intramolecular del enlace peptídico sobre el tioéster
asistida por la formación de un puente de hidrógeno
entre la cadena lateral del primer glutémico, no
desprotonado,y el oxígeno carbonílicodel tioéster (figura
1.1 7>116?! Es necesaria la presencia de un microambiente
ácido que favorezca la protonación.
En principio, parece más verosímil el primero, puesto que al pH celular los grupos
COOH del Glu se encuentran desprotonados y su conformación ejerce un grado de menor
distorsión sobre la molécula.
Concluyendo, el enlace tioéster, interviene:
- en la estabilización de la configuración nativa.
- es el origen del grupo carbonilo reactivo que forma los enlaces covalentes con las
superficies aceptoras durante la activación del O.
- está implicado en la rotura autocatalítica de la molécula.
4.5. LOS DETERMINANTES ANTIGENICOS CHIDO Y RODGERS.
Se encuentran presentes en células sanguíneas (preferentemente eritrocitos>, plasma
y suero de individuos sanos politrasfundidos. Al comprobarse que individuos homozigotos
para 04F (04A) y 04S (048) eran, respectivamente, Chido (Ch) y Rodgers (Rg> negativos,
y los individuos heterocigotos, C4FS, eran Oh + Rg +~k se consideró a la molécula de 04
su portadora.
ay
>~ 0-
.4 fi aye&, Obi
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Estos antígenos se localizan dentro del fragmento 04d”691, en un péptido tríptico
glicosilado (Oh y Rg no se modifican por tratamiento con neuraminidasa indicando la no
participación de enlaces 0-glucosídicos en su costitucióní¶lcí>, de 30 Kd en 04A y 28 Kd en
046. con 23 aminoácidos menos en el extremo N-terminal y de 10-15 en el O-terminal que
C4d y heterogéneo en cuanto a carga’171~. En su interior se detectan 5 posiciones
polimórficas: Leu--Pro’101, Ser--0ys1102, lle--Leu’105, His--Asp’105 y Gly--Asp’054 que podrían
ser las responsables de las diferencias antigénicas entre los dos grupos serológicos’1121. Otros
estudios’”31, casi contemporáneos,sugirieron un cierto papel, no corroboradoposteriormente,
a la región a4 de 04c en la formación de dichos epítopos. ya que este fragmento neutralizaba
los sueros anti-Ch y anti-Rg.
Cuando los sistemas técnicos se perfeccionan, aparecen datos controvertidos:
- el alelo 04A1 que tendría que ser Rg +, resulta Oh ~~..[í74I y, C4B5 puede subdividirse
en dos grupos, uno Ch + y otro Oh3175 ~
- existían casos en la literatura de individuos carentes de 04B que presentaban
reactividad Ch”’7~.
- en ensayos serológicos rutinarios surgen inhibiciones parciales <p.i.> que se
transmiten como caracteres recesivos en estudios familiares’1781.
Estudios con plasmas p.i. llevan a Giles, O.M. a diferenciar dos determinantes Rg y
seis 0hidoÍ7tl~¡. En análisis de fragmentos de restricción con EcoO 109, Rgl presenta un
fragmento de 565 pb, mientras que Chi, 458 pb”311.
Se han descrito cuatro zonas polimórficas (figura 1.18> relacionadas con los epítopos
de los determinantes Oh y Rg: la región 1 implica los residuos D--G’054; la II está constituida
por LSPIVH--PCPVLD (1101-1106>, responsable de las diferencias isotipicas 1182]; la III, 5--
y la IV, ADLR--VDLL (1188-1191).
Cuando varios laboratorios recopilan sus datos, se llega a las siguientes
conclusiones”~’:
- No se encuentra Rg2 en ausencia de Agí. Ambos pueden no expresarse sobre
algunos alelos de 04A, pero éstos poseerán determinantes Oh.
- Rgl y Chi parecen ser alternativos.
- Todas las moléculas 046 expresan Ch4, y las que son Chi, 2 y 3 también expresan
0h4, 5 y 6, pero no Rgl ni Rg2.
- Ch2 y Ch5 están relacionados y nunca se separan sobre 048.
- 0h3 engloba a Chi y ChE.
- Ch2 y Ch4 parecen corresponderse con los residuos isotípicos de 046 y nunca
aparecen en C4A.
No existe una correlación directa entre los determinantes Oh y cambios en
aminoácidos: una variación en la secuencia puede envolver varios epítopos, por lo que deben
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de existir epítopos conformacionales (0h2 y 0h3> frente a otros de carácter más secuencial
(Chi, 0h4, 0h5 y Ch6>.
El determinante Rg 1/Chi esté constituido por la región IV; Rg2 sería alternativo a 0h6
o 0h3, relacionados con III y IV, mientras que Ch2 envolvería a 1 (Ohb> y II (0h4> (figura
1.18). La zona isotípica en 04A (POPVLD>
no presenta características inmunógenas,
debido, posiblemente, a las restricciones (Rg2) Rgl
que imponen las dos prolinas. Esta o~
distribución explica porque 04A1 <Rg-) y Z
1;; ~04B3 (Rg-> son idénticos en las todas las r r r — —
— ———— — r
zonas polimórficas excepto en la región
isotípica”821. Ch5 Ch4/ Ch8 Chi
Ch2 Ch3¿Cuál es el mecanismo por el que un
fragmento de C4 se deposita sobre los Figura 1.18. Posible distribución de los determinantes
Chido y Rodgers en C4d.
eritrocitos de un mismo individuo? Varias
hipótesis se han establecido:
1. Activación de 04 en fase soluble por 01. Se ha documentado activación
espontánea de Cl “in vitro e mn vivo” en el edema angioneurótico hereditario”~’.
2. Por un mecanismo semejante a la iniciación de la VA con rotura espontánea del
tioéster originándose C4u (iC4>.
3. Activación de 04 por enzimas no pertenecientes a la cascada del complemento
originando “04-like”’261.
4. De forma patol6gica, en enfermedades con lOs circulantes o autoACs frente a
eritrocitos (anemias hemolíticas autoinmunes>. Estos mismos mecanismos en bajas
proporciones darían como resultado el depósito fisiológico de 04 sobre el hematíe.
En los tres primeros casos, los derivados de 04 se unirían covalentemente al hematíe
y serían procesados, por factor 1 en presencia de C4bp, a 04c y 04d, portador del
determinante antigénico. En el cuarto, los lCs-04b se acoplarían vía CRí, también cofactor
de factor 1.
Los dos primeros mecanismos pueden diferenciarse en individuos deficientes en Ci.
Si Cl fuese el causante de la activación, los determinantes Ch y Rg se encontrarían en baja
proporción, permaneciendoconstantessi se autoactiva 04(185!. Recientemente, Giles et al.11561,
ha encontrado expresión antigénica Ch/Rg en pacientes deficientes en Olq.
4.6. C4a: LA TERCERA ANAFILOTOXINA.
Durante la activación de la VC, Cis desprende de 04(24] un péptido muy básico de 77
aminoácidos (8650 daltons) carente de triptófano, histidina e hidratos de carbono~’87’1~’, con
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aminoácidos (8650 daltons> carente de triptófano, histidina e hidratos de carbono”871~’, con
un punto isoeléctrico cercano a 9.0. Presenta una débil actividad biológica cuando se
compara con sus homólogas 03a y 05a, dos potentes anafilotoxinas. Produce la contracción
de la musculatura lisa del íleon (dosis 1pM>, un incremento en la permeailidad vascular <dosis
1 nM> y reacciones eritematosas en la piel del cobaya11891, a través de su pentapéptido O-
terminal, Ala-Gly-Leu-Gln-Arg, que se diferencia en Ala73 y la Gln76 de 03a, considerándose
estas sustituciones como las causantes de la reducción funcionaI1~’.
Estudios de dicroísmo circular excluyen una contribución importante de este
fragmento al ordenamiento molecular de 04 y predicen una alto porcentaje de a hélice, más
del 40%, en su estructura [¶91!
Hugli et al.’1~’ han propuesto que la actividad kinina en el edema angioneurótico
hereditario, producido por el déficit de C1-lnh, sea causada por un exceso de C4a generado
por la exacerbación de la yO.
4.7. DIFERENCIAS ENTRE LOS ISOTIPOS C4A Y G48.
A pesar de las mínimas permutaciones en la secuencie, poco más de 15 sustituciones
en los 1722 aminoácidost11tlS2! las propiedades de ambos grupos de moléculas son bastante
diferentes <tabla 1.5>:
1. C4A es más ácido’”81y presenta una cisteina extra, lo que posiblemente determina
su mayor inhibición por penicilamina (13-IS-dimetil cisteína>’1931.
2. En geles de bajo reticulada la cadena a de 04A presenta un peso molecular
aparente de 96 lCd, 2 Kd mayor que la cadena a de C4B<~.
3. La unión de 04A a lOs es 3-4 veces mayor que la de 04B’195 196] Cuando el aceptor
es una célula, se invierten las preferencias, siendo más eficaz O4B. Existen dependencias
celulares en la formación del enlace: las no nucleadas, eritrocitos, depositan mayor cantidad
de 04B en sus membranas que las nucleadas, posiblemente por una mayor proporción de
grupos OH en su superficie, aunque la glicoforina A, rica en grupos hidroxilo, es un mejor
aceptor para la transacilación por 04A’1971.
4. En la IP, O4A es ligeramente más efectivo’198’ ~ Este isotipo incrementa la
inmunoadherenciat2~’y la unión a CR1’2~,. Todo esto explicaría, en parte, el mayor riesgo a
síndromes de lupus eritematoso de los individuos C4AQO’201>.
5. C4A reacciona preferentemente con grupos amino. La modificación química de
restos NH
2 en la superficie aceptora, inhibe su unión’
1971. En estudios de reactividad frente a
pequeñas moléculas se acrecientan las diferencias isotípicas. La constante de afinidad frente
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a glicerol es casi 12 veces mayor para 046 <k’Ikr = 15.5 M’> en relación a 04A (1.3 M1).
Lo contrario ocurre en la unión a glicina: la constante de afinidad para 04A (13400 M-1> es
dos órdenes de magnitud mayor que la de 04B <119 M’>. C4 de ratón, una molécula híbrida
en la zona de diferencia isotipica <Pro-Cys-X-X-lle-His>, se comporta como 046 ¡2021 (figura
1.15>.
Se ha propuesto un cierto papel para el pH en la reactividad del tioéster. Sólo la forma
desprotonada del grupo NH
2 es nucleófila, mientras que el grupo OH no se verá afectado por
el pH de la zona de interacción Cuando se utilizan alcoholes para inhibir la unión de 04 a las
moléculas aceptoras, no se observa ninguna influencia por la longitud de la cadena lateral,
pero los alcoholes secundarios y terciarios son menos eficaces en el proceso inhibitorio’
2~’.
6- También hay diferencias en la actividad hemolítica: 046 lisa mejor eritrocitos de
carnero que C4A [198, 196, 204. 205! debido a la acción combinada de dos factores: una mayor
presencia de grupos OH en las superficies celulares y la mayor unión de 05 a la 03-
convertasa formada con el isotipo 04 ~204í
7. Los alelos de 046 presentan, generalmente, determinantes antigénicos Ch, en
contraposición a las variantes de 04A que son, mayoritariamente, Rg + (para más detalles
ver 1.4.5>.
8. En la respuesta humoral, cobayas 04 deficientes reconstituidos con 04A tienen
respuesta secundaria y realizan el cambio de clase de lgM a lgG, lo que no ocurre con
04612071.
9. Hay evidencias de una menor incorporación de metilamina en 04A 1190!
Tabla 1.5. Principales diferencias entre los isotipos de C4.
i&4A C4B
Movilidad electroforética
Gel de agarosa Acida <rápido> Básica (lenta>
SOS-PAGE de bajo
reticulado (cadena u>
96 Kd 94 Kd
Estructura Antígenos Ch/Rg Preferente Rg Preferente Ch
Reactívidad del tioéster
Actividad hemolítica Baja Alta
unión covalente Mejor lOs Mejor células
Tupo de enlace Amidas Ester
Funcionalidad
Inmunoprecipitacién Eficaz Poco eficaz
Respuesta humoral Positiva Negativa
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Carroll et al.’208’ [R74] estudiaron por mutagénesis las bases moleculares de las
diferencias funcionales. La sustitución del Asp’106 (C4A> por His (042> da cuenta de la
variación en la actividad funcional y en la naturaleza química del enlace con las superficies
aceptoras. Además, el reemplazamiento de His1106 por Ala (entra da de un residuo neutro>
incrementa la unión a lOs sin reducción de la actividad hemolítica, sugiriendo que la posición
1106 no es catalítica sino de interacción electrostática y/o estérica. Su papel es la selección
de los sitios de unión a los aceptores (no juega un papel en la catálisis básica general como
estimaron lsenman,D.E. & Young,J.R.’171). El cambio de Leu”0’ (C4B> por Pro (04A>
convierte electroforéticamente 04B en 04A; no hay efecto cuando se sustituyen los
aminoácidos de las posiciones 1105 y 1106, pero se observa un producto electroforético
intermedio por la permuta de 0ys1102 por Ser, con una pérdida de actividad hemolítica y de
unión a lOs del 30-40%. No parece existir correlación entre el cambio electroforético y la
unión a inmunoagregados.
Estos mismos autores concluyen que cuando los grupos amino no son repelidos en
su acercamiento al aceptor, se formarán enlaces amida, mientras que si la His”05 ejerce su
efecto repulsivo, los enlaces serán tipo éster.
4.8. POLIMORFISMO DE C4 EN EL HOMBRE.
A finales de los años 60 y comienzo de los 70, utilizando la técnica de
inmunoelectroforesis cruzada, se demostró el polimorfismo de 041209 210. 211! La mayoría de
las sustituciones de aminoácidos ocurren en la región C4d, que contiene el grupo tioéster
reactivo. Brevemente, resumiremos las variantes más significativas:
1. A nivel del tamaño
de 16 Kb (1.4.1).
2. Según la
movilidad electroforética,
se han descrito más de 35
variantes alélicas entre los
dos locí de 04 con dos
alelos dominantes: 04A3
y C4B1 (figura 1.19)1212k
Las principales posiciones
polimórficas se ven en la
figura 1.11.
Especial relevancia
tiene 04A6 que presenta
la misma reactividad que
del gen: existen alelos con un gen largo de 22 Kb y otro corto
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los otros alotipos de C4A, excepto en la capacidad de formación de la 05-convertasat2131: el
número de sitios de alta afinidad para 05 está reducido’2061, lo que explicaría su baja actividad
hemolítica11741. Utilizando mapeo de restricción con Bgll, C4A6 presenta dos bandas de 10.7
y 3.8 Kb, en contraposici6n a una única banda de 14.5 Kb en los demás alotipos
ensayados”141. La base molecular de esta alteración es la sustitución en la cadena 13 de la
Arg45e por Trp’2151.
3. Existen duplicaciones, relativamente frecuentes <04A-0.65 y 04B-0.87%’2161),
perpetuadas en algunos supratipos del complejo de histocompatiilidad [96.217. 218! Algunos
análisis de duplicaciones por RFLPs son contradictorios con los datos electroforéticos: una
estructura de 2 C4A y 1 048 <electroforesis> mostró ser 1 C4A y 2 048 en el análisis
genético.
4. Estudios genéticos muy finos están siendo capaces de distinguir subtipos dentro
de las variantes alotípicas. 04A3, uno de los más frecuentes en la población caucásica, se
ha subdividido en varios grupos’2191.
5. Se ha detectado polimorfismo en la cadena (A por PAGE-SOS de bajo
entrecruzamiento’220>, con la cadena (AH (pesada> 3 lCd mayor que (AL (ligera>. Se ha publicado
un suero anti-cadena (AL relacionado con el determinante antigénico Rg2’221>.
6. Existen haplotipos extendidos del tipo “t-like”, o sea, con tendencia a la supresión
del sobrecruzamiento. Es el caso del supratipoAl 88 0A3 SCO1 GLO2 que se transmite por
línea masculina, mientras que el Al 88 DR3 SCO1 GLOl no tiene alterado el
sobrecruzamiento y es de transmisión mendeliana”221.
7. En algunos pacientes con glomerulonefritisproliferativa se observa una variante no
hereditaria con una movilidad electroforética entre 0462 y 0483, posiblemente descrita con
anterioridad como 042.91223].
8. Por último, el análisis por RFLPs con Pvull1104> determina variantes en 04a. El alelo
C4A3a tiene reemplazada la Pro707 por Leu”151.
Como base molecular para el amplio polimorfismo detectado figura un mecanismo de
conversión génicat122’241 (favorecido por el alto contenido en G/C del DNA de 04>, apoyada
por la presencia de duplicaciones de un isotipo en ausencia del otro <por ejemplo
C4A3,A2,QO o C4AQOB1 .82>1225226.227] junto con mutaciones puntuales ¡228! y deleciones
alélicas.
Su importancia biológica se centra en la capacidad que tendrían las diferentes formas
alotípicas para reaccionar con distintas estructuras localizadas en la superficie de los agentes
patógenos”291. Esto es de vital importancia para asignar factores de riesgo patológico a las
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distintas variantes de la proteína.
4.9. ASPECTOS EVOLUTIVOS: EL CUARTO COMPONENTE DEL COMPLEMENTO EN
RATON.
Por sus características especiales, merece mención especial el estudio del cuarto
componente del complemento en ratón. Esta constituido por dos glicoproteinas de alta
homología, cuyos genes se sitúan en el cromosoma 17 dentro de la región 5í2~ 2311 de su
complejo de histocompatibilidad, H-2: 04, que ocupa el loci C4y (Ss>, y SIp (proteína limitada
por el sexo). En los extremos 3’ de los genes de 04. al igual que en el hombre, se localizan
los que codifican para la 21-OH-hidroxilasa’~2>.
04 murino es sintetizado como un precursor monocatenario12~1 posteriormente
procesado a una molécula tricatenaria de 1719 aminoácidos1234~235>. Se han encontrado
formas parcialmente procesadas (A-a y a-yt”61 que se suponen precursoras de la estructura
nativa que encierra el grupo tioéster funcional.
SIp. de 209 Kd, constituida por 1716 aminoácidos (tres menos que 04 por una
deleción cercana al punto de rotura por C1s)l~7>, carece de actividad hemolítica’”~>a pesar
de tener un enlace tioéster intactot2361. Presenta gran cantidad de carbohidratos en su cadena
a, que ocasiona un aumento del peso molecular, 105 Kd. en relación al de 04, 98 lCd. Es
expresada en machos de algunas cepas tras la inducción por testosterona, aunque se ha
demostrado un control en hembras no ligado a la región H-2’~9>. Loreni et al.”40’ sitúan su
región reguladora 2 Kb por delante del sitio de transcripción donde se encuentra insertado el
provirus responsable de la respuesta a andrógenos’~1>.
Un raro polimorfismo en el tamaño molecular caracteriza la cadena y murina de 04,
no dependiente de azúcares, pues esta subunidad carece de ellos”421. Además se han
detectado cadenas y con diferente punto isoeléctricd’~’.
La concentración plasmática varía en las distintas cepad’”1. Una alteración a nivel de
mRNA”45’”’, confirmada por la localización en las cepas “low” de una inserción de 200 Pb
entre el exon 13 y el exon 14, permite procesamientos aberrantes por introducción de nuevos
puntos de rotura”411. Esta regulación tiene un control tisular: en cultivos de macrófagos no
se aprecian diferencias12~’. Funcionalmente, Dieli et al. demostraron la preferencia por enlaces
amida de las cepas “low” frente a los enlaces éster de las cepas “high”’2491. Se han
encontrado factores trans-reguladores no ligados al complejo H-2 que afectan a los niveles
de 04 y Slp”~’.
De un interés especial son las cepas w7, w16 y w19:
- carecen de parte de las glicoproteinas (pérdida de oligosacáridos de tipo
complejotlSlí), lo que les confiere una cadena a 2 Kd más ligera que las cepas salvajes, que
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se correlaciona con una disminución en su actividad hemolítica”5’1. Esta variación se debe a
la pérdida de la Asn que sería reconocida por la glicosiltransferasa para la unión covalente de
los N-oligosacáridos”53 254! Estas cepas, además, tienen alteraciones en la unión covalente
a las superticies aceptorast255>.
- expresan constitutivamente 5íp. Algunos estudios han localizado tres o cuatro loci,
algunos considerados híbridos 04/SIp, íntimamente relacionados con esta forma de
expresión’256 257?
Por último, se ha designado un nuevo alotipo para C4 murino en la zona
correspondiente al fragmento 04d, denominado C4d.2”~>. que se diferencia del tipo salvaje
en el punto isoeléctrico, a causa de la sustitución de la Gln”91 (C4d.1> por Arg (C4d.2>,
también polimórfica en el hombrd2591.
En cobaya se ha descrito un polimorfismo con la presencia de al menos tres alelos,
04S, C4S1 y 04F, en desequilibrio de ligamiento con factor B12~1.
En el aspecto evolutivo, el C es un sistema de activación en cascada presente en la
sangre de todos los vertebrados. Una molécula con actividad 03, pero tricatenaria ha sido
descrita en ciclóstomos (Lampare japonica. Eptatetrus burgeri>”61””> y es considerada el
precursor de ambas especies moleculares, 03 y 04. Actividad 04 se conoce en los
condríctios, y en anfibios, Xenopuslaevis, se ha descubiertouna molécula con características
funcionales de 04 humano, pero que comparte múltiples homologías con C3”~’.
No todos los mamíferos duplican el gen de 04. En perro, gato1’641, rata y cobaya12651
solamente ha sido posible detectar un locus; en ballenas también existe uno sólot2~1, pero su
producto génico tiene reactividad inermedia entre 04A y 046; en el carnerot2671, cerdo, ratón
y en los primates, se encuentra duplicado. Estos datos indican que la duplicación es reciente
e independiente en cada grupo, ya que dentro de los ungulados <carnero y cerdo) la
disposición genética es diferent¿2~>.
Si comparamos las secuencias humana y murina, la homología intraespecie (96% a
nivel de nucleótidosy 94% a nivel proteico12371> es mayor que la interespecie (79% a nivel de
DNA y 76% a nivel de aminoácidos”~~, confirmando que la duplicación es reciente,
independiente y posterior a la separación de los distintos órdenes en los mamíferos’2701.
La cercanía filogénica con el chimpancé se argumenta por la existencia de la deleción
de 9 pb en el gen 21-OH-Ay por la frecuencia de los haplotipos medio nulos (la duplicación
es anterior a la diversificación de las dos ramas). Sin embargo, hay datos que parecen
contradictorios: el orangutan, que carece de la deleción, presenta el gen de C4A largo,
sugiriendo una mayor proximidad al hombre. Esta estructura genética se explica por
contracción y expansión de la región a través de sobrecruzamientos desiguales’”01.
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En relación a cual de los dos genes, el largo o el corto, existirían previamente a la
duplicación, las hipótesis son contrapuestas: algunos autores piensan, apoyados por la
estructura genética del ratón y chimpancé, que la forma corta precede evolutivamente a la
larga”70’271>, mientras que otros defienden que el gen primordial sería largo’2721.
4.10. PATOLOGíA ASOCIADA A LAS DEFICIENCIAS ALELICAS DE C4.
La deficiencia completa, homocigotos C4AQOBQO, es rara y tan sólo dos decenas
de casos han sido publicados. Sus manifestaciones clínicas son similares a las producidas por
los déficits de otros componentes iniciales de la VC: síndromes “lupus eritematoso” (LES>,
glomerulonefritis membranoproliferativa, púrpura anafiloctoide e infecciones recurrentes.
El haplotipo nulo C4AQO (frecuencia
en poblaciones caucasoides 8.7-19.1 %>se
relaciona con una mayor susceptibilidad a
enfermedades con depósito de
inmunocomplejos, tipo LES, por el hecho de
interaccionar preferentemente con lOs. La
presencia C4BQO (10.4-19.5%> se ha
documentado como un factor negativo para
la supervivenciat2741. Las principales
enfermedades asociadas con alelos nulos se
listan en la tabla 1.6.
Tabla 1.e273l.
Varios mecanismos destacan en la generación de haplotipos medio nulos en 04:
1. Las deleciones, ocasionadas por sobrecruzamientos desiguales en una región
genética de alta homología, son responsables en el 50% de los casos1’051. En la figura 4.20
se aprecia que como consecuencia del apareamiento no homólogo, una cromátida contiene
un único gen (haplotipo medio nulo) y la otra,
detectado deleciones de un fragmento de
28-30 Kb que incluye C4A y 21-OH-A, 21-
OH-A y C4B, y el de 048 y 21-OH-B’275>.
Otro mecanismos suplementarios
tienen que compensar la menor frecuencia
de las duplicaciones en relación a los
haplotipos nulos.
2. La conversión génica como origen
de falsos haplotipos nulos. Por
sobrecruzamientos intragénicos. un alelo
tres (duplicación). Hasta el momento, se han
C4~4 048
CM - _ 048
048
048
Figura 1.20. Generación de duplicaciones y deleciones
por sobreeruzamiento no homólogo.
Enfermedades, asociadas alosalelos anulas
Lupus eritematoso sitémico
Lupus eritematoso diseminado
Enfermedad de Sjñgren
Deficiencia en IgA
Enfermedad de Graves
Diabetes dependiente de insulina
Hepatitis activa crónica
Púrpura de Schonlein-Henoch
Hematuria recurrente benigna
Panencefafitis esclerosante subaguda
Sob,.ouzamla,to no hon,Mogo
CM C48
CM 048
Cromátidas obtenidas
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isotípico se transforma en uno del isotipo contrario. Entonces, un haplotipo 04A3A36Q O se
consideraría medio nulo por los procedimientos de tipaje habituales que sólo detectan la
proteína C4A3”’6>.
3. La presencia de pseudogenes: mutaciones o pequeñas deleciones que incorporan
un marco de lectura anómalo o la aparición de un codón de terminaciór924>.
4. Alteraciones en la transcripción o traducción completarían la posibilidad de
fenotipos nulos.
Se ha publicado un déficit de 04 heredado de forma autosómica dominante y no
ligado a HLAt2T7I.
En cuanto a la patogenia de las enfermedades asociadas a las deficiencias de 04, tres
explicaciones parecen las más plausibles:
- ausencia o deficiencia de algún producto de 04
- alteración de genes reguladores o no identificados en la región de clase III.
- descompensación de la acción coordinada de varios alelos (sinergismo en cis>.
5. LAS INMUNOGLOBULINAS DE CONEJO.
Son proteínas de 150 Kd construidas por 4 cadenas, iguales dos a dos, unidas por
puentes disulfuro y fuerzas no covalentes. Sus cadenas pesadas (H>, de 50 Kd, y las ligeras
<Li, de 25 Kd, constan, respectivamente, de cuatro y dos dominios de 110-120 aminoácidos
con un bajo grado de variabilidad interespecífica, excepto en las regiones hipervariables de
los segmentos N-terminales (VR y VL) que delimitan el sitio antígeno combinante. La mitad
constante 0-terminal de H (Cy2 y CvS> se une al Cyl por la región bisagra, que permite una
amplia movilidad molecular,
En el análisis por dispersión de rayos X muestra a cada dominio limitado por un puente
disulfuro intracatenario, con una arquitectura molecular formada por 7 láminas lA antiparalelas
que construyen dos superficies enfrentadas (4 contra 3>.
La composición en carbohidratos es similar a la lgG humana. El mayoritario lleva
anclado 5 glucosaminas, 2 galactosas, 5 manosas, una fucosa y ácido siálico a la Asn297
(numeración Eu de la IgG1) de la región Fo. Un segundo grupo de azúcares (galactosarnina-
galactosa-2 ácidos siálicos), en el 40% de las moléculas, se une covalentemente a la Thr220
(alotipo d12> de la región bisagra, que es reemplazada por una Met en dli. Alrededor del
15% de las moléculas poseen otro tercer hidrato de carbono (glucosamina> de localización
incierta.
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Entre el 70-90% de las cadenas L de
conejo pertenecen al tipo x (controlado por el
locus b>, y el resto son A (locus c>. Se han
descrito dos poblaciones K, KA (cinco Cys> y x0
(siete Cys con un enlace disulfuro adicional
entre las Cys
80-Cys’71>. Otra característica
peculiar de la lgG de conejo es que sus
cadenas H se encuentra ligadas solamente por
un puente disulfuro entre las 0ys226, mientras
que el enlace con L se realiza entre la
0ys131(H)-Cys172<L). Existen variaciones
alotípicas tanto en L como en H. De gran
interés para este trabajo, además de la
mencionada en el residuo 215. es la
sustitución de Thr309 (e14> por Ala (e15>”781.
5.1. DIGESTIONES ENZIMATICAS.
El tratamiento de la IgG con papaína a
37~C y pH 7.0 produce la rotura del enlace Figura 1.21. Estructura de la Iga de conejo.
Met22~-Cys226 (Thr225-0ys226 en el alotípo di 2, Fragmentos de digestión por papaína y pepsina.
con menor porcentale por la interferencia del
azúcar), y tras incubación más prolongada, entre 0ys220-Ser22’ y Ser22’-Lys222, generandodos
fragmentos F(ab>, portadores del sitio antígeno combinante (constituido por L y región Ed -VM
y Cv1-)
0 y dos regiones Fc (dominios 0y2 y 0y3), que se mantienen unidas por fuerzas nocovalentes. Hidrólisis secundarias en los residuos 341 y 433, rinden un fragmento Fc’
localizado en el 0>43.
La pepsina, en condiciones subóptimas, 24 h a 3700 a pH 4.2, rompe por debajo del
disulfuro que une las dos mitades de la molécula en el enlace Leu234-Leu235 rindiendo el
fragmento F(ab>’
2, que englobe la cadena L y el Fd (el VN, Cvl y la región bisagra). La región
Fc es degradada a un péptido de 24 Kd, dímero del 0>43 (pFc’>, y multitud de oligopéptidos
del dominio 0y2.
A pH neutro y previa exposición de la lgG a pH 2.5 para desestructurar las cadenas,
la plasmina, hidroliza el enlace Lys
326-Ala3” generando el F(acb), que corresponde a la
molécula de lgG que ha perdido el Cv3.
Por último, combiene recordar que la lgG de conejo es resistente a la digestión con
trípsína. Aunque tras su aminoetilación, escinde el enlace aminoetiloys22T-5er222.
VL
Papa(na Pepsina
vn
qn
F(ab) F4’ab),
C~g Cns CAra
Fc ____
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6. INTERACCION COVALENTE ENTRE C4 Y SUPERFICIES ACEPTORAS.
EL ESTADO DE LA CUESTION.
Ya en 1968, Chan,P.C.Y. & Cebra,J.J.’279’ encuentran por inmunodifusióndoble radial,
bandas de precipitación con suero anti-04 en fragmentos Fab de lOs que habían activado la
yO, pero no en el Fc. A partir de entonces, pocos intentos se han hecho para localizar el
punto de interacción entre 04 y las moléculas aceptoras.
Experimentosque utilizaban lOs mixtos (parte completos y parte formados con F<ab>’
2)
sitúan, primero mediante pruebas funcionales (la unión de 04 es la misma en lOs normales
que en los mixtos)[2no> y, posteriormente, por análisis electroforéticos la zona de interacción
en en el Fd’281>, y definen a la cadena a’ de 04 como la responsable de la interacción, y al
carbonilo del enlace tioéster como el grupo reactivo.
Una vez preestablecido el punto de interacción, y ante la dificultad de realizar mejores
precisiones, los estudios se dirigen hacia la caracterización del tipo de enlace. Trabajando con
eritrocitos de carnero como superficie aceptora, lsenman,D.E. & Young,J.R.’197>, mediante
PAGE-SOS bidimensionales, con la segunda dimensión tras el tratamiento con NH
2OH,
definen que C4A se une e través de enlaces amida, mientras que 046, lo hace mediante
ésteres.
En ensayos de activación de la VC “in vitro” por lOs precipitantes, Alcolea et al.t282>
confirman la interacción a’-H, sugieren la existencia de dos poblaciones de 04 en cuanto a
sus propiedaes de unión covalente a lCs (una formadora de amidas y otra de ésteres) e
hipotetizan una interacción 04b-cadena L de la lgG. Cuando lgG soluble es incubada en
presencia de Cl y ~ una banda de alto peso molecular, marcada radiactivamente tanto
si se utiliza ‘
251-lgG como 125104 es definida como complejos C4b-lgG. Cuando dicha banda
es escindida del gel, y recargada en condiciones reductoras, dos bandas de 200 y 150 lCd
se hacen patentes, sin que se precise su constitución.
Por último, inmunoagregados en fase sólida, formados anclando a placas de
poliestireno NIP-BSA y depositando sobre ellas un AC monoclonal anti-NIP, detectan
complejos entre 04 y el Ag”831.
Cabe mencionar en este apartado, por su similitud, que durante la activación de la VA
por lgG agregada por calor se forman complejos covalentes entre la cadena a’ de 03b y un
fragmento de 18 Kd de la lgG que engloba desde los últimos 20 residuos del VM hasta los 20
primeros del Cy2”841, recientemente acotado al Cyl’2051.
Datos aportados en nuestro laboratorio demuestran, incubando los con suero humano
normal, unión de C3b al dominio 0y3”061 y a la región bisagra12871.
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II. OBJETIVOS
.
Después de analizar los conocimientos sobre el tema, nos propusimos los siguientes
objetivos:
1. Estudiar las reactividades de los dos isotipos de 04, 04A y 048, en la activación
de la yO “in vitro” por lOs OVA-antiOVA en el punto de máxima precipitación.
2. Tratar de diferenciar los complejos formados con ambos isotipos de 04.
3. Delimitar el/los dominio/s de unión covalente de 04 a la lgG de conejo en nuestro
sistema de estudio, con objeto de establecer una base molecular para el asentamiento de las
convertasas de la VC y la posible implicación en el desmembramiento de la malla de lOs en
el proceso de inhibición de la inmunoprecipitación, ambas funciones implicadas en la
patogenia de enfermedades autoinmunes.
Utilizamos un sistema “in vitro” heterólogo (inmunoagregados formados con lgG de
conejo/componentes aislados del complemento humanos> por la dificultad de obtener lgG
humana frente a un antígeno conocido en cantidad suficiente. Además la lgG de conejo es
de fácil obtención por inmunizaciones seriadas y carece de isotipos, facilitando la
interpretación de los resultados.
Se siguieron cuatro estrategias fundamentales:
- geles de bajo entrecruzamientoy ensayos hemolíticospara detectarel isotipo de 04.
- incorporación de iodo[1-140J-acetamida en la Oys liberada por rotura de un enlace
tioéster tras la activación de 04 por Cis o 1251-lgG para detectar y seguir los complejos
covalentes.
- hidrólisis con NH
2OH de los enlaces formados en los distintos complejos, así como
la secuenciación radioquimica de los péptidos liberados.
- digestiones enzimáticas (pepsina y tripsina> para definir Pos dominios de interacción.
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III. MATERIALES Y METODOS
.
1. MATERIALES.
1.1. PLASMA HUMANO.
Se obtuvo de individuos sanos en el banco de sangre de la Fundación Jiménez Díaz
o de donantes voluntarios sanos tipados: C4ASBOO para la obtención de C4A (l.D.> y
C4AQOB1 para C4B (F.B.>, almacenándose a ~7OoChasta su utilización.
Para el aislamiento de los isotipos, plasma recién extraído o descongelado a 3700 se
lleva a una concentración 10 mM en EDTA (Scharlatf) y se clarifica en una ultracentrifuga
Kontron~ a 75000 g durante 45 mm para eliminar las lipoproteinas. Posteriormente se hacen
alícuotas de 10 mL que se guardan a ~80oC hasta la realización de los aislamientos.
1.2. ERITROCITOS DE CARNERO.
Se obtienen por extracción de la vena yugular de carneros sanos del animalario de la
Fundación Jiménez Díaz por medio de frascos cerrados al vacío conteniendo heparina como
anticoagulante y se guardan en la cámara fría a 400 hasta que son utilizados.
1.3. HEMOLISINA DE CONEJO.
La hemolisina se obtiene por inmunización de conejos “New Zealand’, pertenecientes
al animalario de la Fundación Jiménez Diaz, con eritrocitos de carnero.
Los eritrocitos son lavados con PES hasta que el sobrenadante queda transparente.
2.5 mL de dichos eritrocitos se llevan a 50 mL con el tampón anterior (hematíes al 5%>. Se
inyecta 1 mL en la vena central de la oreja con la siguiente pauta: inmunizaciones cada dos
días durante las dos primeras semanas, para posteriormente realizar reinmunizaciones cada
10 días; al cabo de dos meses se realiza la primera sangría y a partir de entonces se siguen
ciclos mensuales de reinmunización el día 20 y sangría el día 30.
La sangría se efectúa mediante un corte oblicuo y limpio en la vena marginal de la
oreja, obteniéndose 35-50 mL de sangre que se incuban a 3700 durante 1 h y a 400 toda
la noche. Se retira el coágulo por centrifugación y el suero se calienta a 5600 durante 1 h
para inactivar el complemento. El producto resultante es la hemolisina que se almacena a
400
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2. AISLAMIENTOS DE LOS COMPONENTES DEL COMPLEMENTO.
2.1. AISLAMIENTO DEL PRIMER COMPONENTE DEL COMPLEMENTO (Cl).
Se realiza siguiendo el método de 1. Gigli et al.’31. Partimos de 1 L de plasma humano
que se hace 20 mM en 08012 (Merck’» para incubarse seguidamente 1 h a 3700 y toda la
noche a 400. Posteriormente, se centrifuga a 153009 en una centrífuga J-21 de BeckmanR
para separar el suero del coágulo. Se añaden 2 mL de Dip-F (Sigma’» 2.5 M - un inhibidor de
serinproteasas -, diluido en isopropanol (ScharlauR> desecado con NaSO
4 (Merck’». Este suero
es el material de partida para el aislamiento que consta de las siguientes etapas:
- clarificación del suero.
- precipitación de euglobulinas.
- separación de lipoproteinas del suero.
- filtración en gel.
- clarificación del suero .- se realiza una centrifugación a 23000 g durante 30 minutos
a 400 en una ultracentrífuga LB-70 de Beckman~.
- precipitación de euglobulinas .- el sobrenadante anterior se mezcla con 4 L de agua
destilada conteniendo 5 mM de CaCI2 (Merck’», 2.5 mM de idoacetamida (SigmaR; inhibe las
enzimas séricas con grupos catalíticos SH) y 0.2 mM de fenantrolina (Sigmas; inhibidor de
metaloproteinas>. A la mezcla se añade 1 mL de Dip-F y se ajusta el pH a 7.4 con NaOH
(Merck’». Se somete a agitación continuada durante 2 h a 400, y luego, se centrifuga a
23000 g durante 30 mm a 400 para obtener la fracción euglobulínica (precipitado).
- separación de lipaprateinasdel suero .- el precipitado se resuspende en un volumen
aproximado de 100 mL de tampón acetato sódico 50 mM pH 5.5 conteniendo 5 mM de
CaCl2. Se centrifuga a 12500 g durante 45 mm a 400. El nuevo precipitado se resuspende
en tampón acetato sódico 50 mM pH 5.5 conteniendo 5 mM de 08012 y 0.2 M NaCí al que
se vuelve a añadir 1 mL de Dip-F. Se centrifuga a 75000 g durante 30 minutos a 400 para
eliminar la película lipídica que se forma en la superficie.
- filtración en gel .- tras la eliminación de la capa de lípidos, el sobrenadante del paso
anterior, aproximadamente 30 mL. se carga en una columna de 5 x 90 cm de Sepharosa CL
6B (Pharmacia’» equilibrada en el tampón anterior. Se eluye la columna con un flujo de 40
mL/h, recogiéndosefraccionesde 5.5 mL. Las que resultan positivas para Cl son mezcladas
y concentradas mediante un sistema AmiconR hasta alcanzar una A2eo entre 1.1-1.5. Cl se
almacena en tubos de 10 mL a ~70oC hasta su utilización.
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2.2. AISLAMIENTO DEL CUARTO COMPONENTE DEL COMPLEMENTO (C4).
2.2.1. Método de Lundwall et al.”~’
Partimos de 1200 mL de plasma que se descongelan en un baño a 3700 mientras se
añaden lentamente 120 pL de Dip-F 2.5 M resuspendido en isopropanol anhidro. Para
clarificar el plasma, se centrifuga a 15000 g durante 25 minutos a 400 en una centrífuga
BeckmanR J2-21. El sobrenadante es sometido a los siguientes pasos:
- cromatografía de intercambio iónico en QAE-Sephadex A-50 (Pharmacia’».
- cromatografía de intercambio iónico en DEAE-Celulosa (PharmaciaR).
- filtración en gel en Sephadex G-200 (Pharmacia’».
- cromatografía de intercambio lóníca en QAE-SephadexA-5a .- Al plasma clarificado
se le añaden 180 mL de resma equilibrada en tampón TRIS (SigmaR)~HCl 20 mM pH 7.0
conteniendo NaCí 0.11 M y EDTA 2 mM. Se agita lentamente en “batch” a 400 durante al
menos 2 horas. Decantamos y eliminamosel sobrenadante. Con el precipitado se rellena una
columna de 5 x 30 cm que se lava con el mismo tampón de equilibrado a un flujo de 100
mL/h hasta que la A~80 es inferior a 0.1 unidades.
En este punto, se incrementa la fuerza iónica del tampón de lavado <TRIS-HCI 20 mM
pH 7.0 conteniendo NaCí 0.2 M y EDIA 2 mM) manteniendo el mismo flujo hasta que la A,80
desciende, de nuevo, por debajo de 0.1. En este paso salen excluidos C3 y 05.
Posteriormente, la columna se eluye aumentando nuevamente la fuerza iónica del
tampón <TRIS-HOI 20 mM conteniendo NaCí 0.5 M y EDTA 2 mM> recogiéndose fracciones
de 7.0 mL. Las que resultan positivas para 04, por inmunodifusión doble radial, son
mezcladas y suplementadas con 10 pL de Dip-F 2.5 M por cada 100 mL de eluido. Este se
concentra en un sistema Amiconh hasta 300 mL aproximadamente.
- cromatografía de intercambio jónica en DEAE-Celulosa (DE-32) .- el concentrado
resultante del primer paso cromatográficose dializa intensivamentefrente al tampón TRIS-HCI
20 mM pH 8.0 conteniendo NaCí 60 mM hasta que la conductividad es interior a 6 mS. Se
carga en una columna de 5 x 22 cm de DEAE-Celulosa equilibrada en el tampón anterior.
Dicha columna se aya a un flujo de 60 mL/h hasta que la A,80 es inferior a 0.08. Entonces,
se eluye con un gradiente lineal de 4 L elevando la fuerza iónica del segundo tampón hasta
250 mM en NaCí, colectándose fracciones de 7.3 mL. Las que resultan hemolíticamente
activas se mezclan, se suplementan con lOpL de Dip-F 2.5 M por cada 100 mL de eluido,
concentrándose hasta 30 mL en un sistema Amicon~.
- filtración en gel .- como último paso, el concentrado se carga en una columna de
5 x 90 cm de Sephadex G-200 <en alguna ocasión se sustituyó por una Sepharosa CL 66 con
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resultados similares> equilibrada en tampón fosfato sódico (MerckR> 20 mM pH 7.4
conteniendo NaCí 0.15 M. Se eluye a un flujo de 30 mL/h recogiéndose fracciones de 4.5
mL.
Las fracciones positivas para 04 con alto grado de pureza por PAGE-SOS son
concentradas en ampolla de vacío hasta alcanzar un valor entre 1.0-1.3 mg/mL, considerando
que E0”5280 para 04 es 0.86 mL/<mg x cm>
2~> y almacenadas a ~70oC hasta su utilización.
notas: (1) Todas las cromatograflas se realizan en cámara tría a 4%.
<2) Todos los tampones van suplementados con Dip-F.
2.2.2. Repurificación de C4 por FPLC.
Descongelamos 1 mL de 04 del aislamiento anterior a 3700 y lo diluimos, para evitar
la precipitación de la proteína, hasta 3 mL en tampón acetato sódico (Merclfl 20 mM pH 4.5
conteniendo 0.2 M NaCí. Tras intensiva diálisis frente al mismo tampón, se carga mediante
un superloop de 10 mL <Pharmacia’» en una columna de intercambio iónico Mono S HA 5/58
(PharmaciaR> en un sistema FPLC con los siguientes solventes:
- tampón A: acetato sódico 20 mM pH 4.5 conteniendo NaCí 0.2 M.
- tampón 6: acetato sódico 20 mM pH 4.5 conteniendo NaCí 0.8 M.
La columna se lave con el tampón A durante 15 mm a un flujo de 1 mí/mm para
eluirse, posteriormente, con un gradiente lineal desde O a 100% de tampón Ben 24 mm. Se
mantiene a 100% del mismo tampón 2 mm más, retornéndose a las condiciones de
equilibrado en 1 mm. Durante toda la cromatografía se colectan fracciones de 0.4 mL y las
positivas para 04, por PAGE-SDS, se mezclan y concentran en ampolla de vacío hasta 0.9-
1.2 mg/mL.
2.2.3. Por inmunoadsarbente policlonal.
a/Inmunización y purificación de la fracción y de la lgG anti-C4 de conejo.
- Pauta de inmunización .- 100 pg de 04 repurificados por FPLC en un volumen
aproximado de 100 pL son mezclados con 150 pL de adjuvante completo de Freud (Difco8>,
agitados intensamente hasta formar una emulsion uniforme e inyectados por vía
intramuscular a conejos “New Zealand’ siguiendo la misma pauta que se expone en 11.3.1.
para la lgG antiOVA,
La obtención del antisuero, la precipitación de la fracción y y la obtención de lgG anti-
04 en una columna de intercambio jónico se detallarán en el punto ¡11.3.2. con ocasión de la
purificación de la lgG antiOyA.
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bI Acoplamiento a Sepharosa 4B activada can CNBr.
Se resuspenden 3 g de Sepharosa 4B activada con CNBr (Pharmacia’» en 15 mL de
HCI 1 mM. Una vez hidratada, se lava en un embudo perforado durante 15 mm con la misma
solución. Se dializan 50 mg de lgG anti-04 frente al tampón de acoplamiento (bicarbonato
sódico ~MerckR~0.1 M pH 8.3 conteniendo NaCí 0.5 M) y se mezcla con el gel. Durante toda
la noche se agita a 400 en una rueda giratoria. A la mañana siguiente, el exceso de ligando
se aya con el tampón anterior y se lee la A,813, aplicando un E
01~,eo para la lgG de 1.4
mL/(mg x cm> para cuantificar el grado de acoplamiento que resultó ser del 97%. Los grupos
que permanecen libres se bloquean con etanolamina 1 M pH 9.0 durante toda la noche a 400
y el producto resultante es sometido a tres ciclos alternativos, consistiendo cada ciclo en un
lavado con tampón acetato sódico 0.1 M pH 4.0 conteniendo NaCí 0.5 M seguido de TRIS
0.1 M pH 8.0 conteniendo NaCí 0.5 M. Luego, se monta el inmunoadsorbenteen una jeringa
de 10 mL y se equilibra en el tampón del aislamiento, conservándose a 400.
c/ Aislamiento de C4AB 1C4A3 o C4B1 a partir de plasme monoisotípico).
Se cargan 30 mL de plasma-EDTA (ocasionalmente 10 mL de plasma-EDTA del
donante 1.0.- 04A3800 - para el aislamiento de C4A3 o de F.B. - C4AQOB1 - para el de
0461> en el inmunoadsorbente policlonal anti-C4 equilibrado en tampón TRIS 100 mM,
fosfato sódico 100 mM, tetraborato sódico (Merck’» 25 mM y EDTA 5 mM ajustándose el
pH de la mezcla a 7.0 con HCI (Scharlau’». Intensamente se lava la columna a un flujo de 30
mL/h hasta que la A,
80 es inferior a 0.02, eluyéndose en el mismo tampón por elevación del
pH a 11.2512891. Se colectan fracciones de 2 mL y las que contienen proteína, detectada por
A,80 se mezclan.
Su concentración se lleva a cabo en una columna de intercambio iónico DEAE-
Sephacel (Pharmacia’» equilibrada en tampón fosfato sódico 25 mM pH 7.5 conteniendo NaCí
25 mM y EDIA 0.5 mM. La elución se efectúa a 30 mL/h por aumento de la fuerza iónica a
0.5 M en NaCí. Se colectan fracciones de 0.5 mL en dos grupos diferentes: el primero,
contiene aquellas cuya A,80 es mayor de 0.3 <son las que se utilizarán en los ensayos de
interacción>, y el segundo, las que se encuentran entre 0.075-0.3 (se dializarán frente al
tampón de equilibrado y volverán a cargarse en la misma columna junto con las procedentes
de otros aislamientos>.
2.2.4. Por inmunoadsarbente monoclonal L003 (aislamiento de isotipos).
a/ Obtención de lgGl a partir de ascitis de ratón.
El AC monoclonal anti-C4 <especificidad anti-Chido’
170’17fl, LOOS, capaz de separar
los dos isotipos de 0412131, es suministrado por los laboratorios de la Commonwealth en
Australia. 450 pL de ascitis de ratón se diluyen con 500 pL de tampón fosfato sádico 0.1 M
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pH 8.0 y 20 pL de TRIS 1 M pH 8.0
cargándose en una jeringa de 5 mL que
contiene Sepharosa 48 Proteína A
(PharmaciaR> previamente depurada con
ácido cítrico (Merck’» 0.1 M y equilibrada en
el tampón de carga. Con el mismo tampón,
se lava a un flujo de 15 mL/h hasta que la
A,80 es inferior a 0.02. La elución se realiza
con citrato sódico (Merck’» 0.1 M pH 6.0,
por tratarse de IgOl (lgG2a eluye a pH 4.5
y la lgG2b a 3.5). Las fracciones de 1 mL
colectadas que presentan una A,80 mayor
que 0.05 son mezcladas y concentradas en
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Figura 3.1. Aislamiento del monoclonal 1003 en Proteína
A Sepharosa.
ampolla de vacío hasta que A,80 es aproximadamente 0.5.
b/ Acoplamiento a Sepharasa 4B activada con CNBr.
Se resuspenden 1.5 g de Sepharosa 46 activada con CNBr en HCI 1 mM y una vez
hidratada se ¡aya durante 15 mm con la misma solución. Se añaden 5.5 g del AC monoclonal
en un volumen de 8.4 mL. que habían sido dializados frente al tampón de acoplamiento
(bicarbonato sódico 0.1 M pH 8.3 conteniendo NaCí 0.5 M). A continuación, se sigue el
mismo protocolo detallado en el punto ííí.2.2.3.b. La columna se almacena a 4”C en PBS
conteniendo 0.02% de azida sódica (Merck’» hasta su utilización.
c/ Aislamiento de los isotipos de C4.
El inmunoadsorbente monoclonal L003 se monta en jeringa de 5 mL que se equilibra
en un tampón TRIS 50 mM, fosfato sódico 50 mM, tetraborato sódico 12.5 mM, EDTA 2.5
mM y azida sódica 0.02%, según el método de Dodds A.W. et al.’
2121, ajustándose el pH a
7.0 con HCI. Se carga con 15 mL de plasma-EDTA a un flujo de 25 mL/h, lavándose con el
tampón de equilibrado durante 40 mm a un flujo de 60 mL/h hasta alcanzar una A,
80 inferior
a 0.04. Fluimos al mismo flujo con tampón TRIS 100 mM, fosfato sódico 100 mM,
tetraborato sódico 25 mM y EDIA 5mM, aplicando un gradiente lineal de pH desde 8.5 a
11.5 en 40 mí, colectando fracciones de 1 mL. Las fracciones que contienen 046 por geles
de balo entrecruzamiento (111.6.3,2), procedentes de varios aislamientos, se mezclan y
concentran a 400 en ampolla de vacío hasta que la A,80 se encuentra entre 1-1.2. Las
fracciones positivas para C4A no serán utilizadas porque se obtiene con un rendimiento muy
bajo.
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3. FORMACION DE INMUNOCOMPLEJOS OVOALBUMINACOVA)-
ANTIOVOALBUMINA(anti-OVA).
3.1. OSTENCION DEL SUERO ANTIOVOALBUMINA: PAUTA DE INMUNIZACION.
Conejos de la raza “New Zealand” pertenecientes al animalario de la Fundación
Jiménez Díaz se inmunizan con el antígeno: lOOpg de OVA (Sigma’», a una concentración
de 1 mg/mL. se añaden a 150 pL de coadyuvante completo de Freud. Se agitan en vórtex
hasta que la emulsión formada sea uniforme. La inmunización se efectúa por vía
intramuscular, alternando la pata receptora, con inyecciones semanales durante 6 semanas,
para posteriormentealternarsangriasy reinmunizaciones.también conuna cadencia semanal.
3.2. PURIFICACION DE LA FRACCION yY ORTENCION DE lgG ANTI-OVA.
Realizamos la sangría en la vena marginal de la oreja mediante un corte oblicuo y
limpio después de una ligera aplicación de xilol en su dorso para provocar vasodilatación
local. Se recogen entre 40-50 mL de sangre que se incuban 1 h a 37 OC y 18 h a 400. El
coágulo es eliminado por centrifugación, obteniéndose 25 mL de suero anti-OVA en el
sobrenadante que son diluidos hasta 75 mL en PES. Se precipita la inmunoglobulina
añadiendo el mismo volumen <75 mL> de una solución de (NI-l4>,S04 (Merck’» 4 M. Tras
incubar 1 h a 37~C y 18 h a 4~C, se centrifuga a 7520 g durante 30 mm en una centrífuga
J2-21 de BeckmanR. Eliminado el sobrenadante, el pellet se resuspende en tampón fosfato
sádico 20 mM pH 7.6, resultando la fracción y.
La obtención de lgG anti-OVA se completa en una columna de intercambio iónico
Cellex D (Bio Rada) de 3 x 15 cm previamente lavada con NaCí 1 M para eliminar restos
contaminantes. Tras su equilibrado en tampón fosfato sódico 20 mM pH 7.6, se carga la
fracción y intensamente dializada, eluyéndose la columna con el mismo tampón a un flujo de
40 mL/h. Las fracciones colectadas, de 7 mL. se mezclan y concentran en ampolla de vacío
hasta una concentración entre 10-15 mg/mL utilizando un E
01~,
80 = 1.4 mL/(mg x cm). El
suero anti-OVA se almacena a .2000 hasta su utilización.
3.3. FORMACION DE INMUNOCOMPLEJOS. CURVA DE PRECIPITINAS.
Se prepara una solución de OVA a una concentración de 1 mg/mL. A partir de ella,
se hacen diluciones seriadas del Ag conteniendo 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100, 150,
200y
300 pg, que se añaden a 100 pL del suero anti-OVA (18.6 mg/mL> completando un volumen
final de 450 pL con tampón TRIS-HCI 0.01 M pH 7.4 conteniendo NaCí 0.15 M. Las
muestras se incuban 1 h a 37~C y se dejan en la cámara fría a 400 durante 48 h más.
Trascurrido ese tiempo, se centrifugan 15 mm a 11000 rpm en una Biofuga 6 de HeraeusR
eliminándose el sobrenadante. Se lavan con el mismo tampón dos veces y los precipitados
se almacenan a 400 resuspendidos en 200 pL. Dos ensayos se solubilizan en 1 mL de NaOH
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se almacenan a 400 resuspendidos en 200 pL. Das ensayos se solubilizan en 1 mL de NaOH
0.1 M cuantificándose mediante lectura espectrofotométrica a 280 nm.
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Figura 3.1. Titulación de Iga. curva de precipitinas.
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Figura 3.2 Titulación de IgG. curva fina de precipitinas.
Con los datos obtenidos se dibuja la
curva de precipitinas (figura 3A>. El
intervalo comprendido entre los valores de
máxima precipitación se utiliza para repetir
de una forma más fina la curva <figura 3.2>.
Los lO utilizados en los ensayos de
interacción, como activadores de la VC del
complemento, se forman en el punto de
máxima precipitación. La relación añadida
en el ensayo OVA:antiOVA está entre 1:48
y 1:53 (p/p>, mientras que la razón tras la
precipitación desciende a 1:10-1:15.
4. MARCAJE RADIOQUIMICO
DE LA lgG CON 1251
La incorporación de 1251 <Amershan8>
a la lgG antiOVA se realiza por el método de
la cloramina T ~ descrito por Campbell et
al. y expuesto brevemente en el esquema
3.1.
Esquema 3.1. Marcaje de Iga con
2 mg de tgG antiOVA
1 mU de tampón fosfato sódico 0.01 M pH 7.2 conteniendo Nací 0.15 M
1 mci l2~, (neutralizado previamente con fosfato sódico 0.05 M pH 7.2>
50 pL de cloremina T de Scharlau” <2 mg/mU)
Incubación 4 mi,, en hielo
400 pU de Na?S
2O~ do Merck~ <5 mg/mU
Diálisis intensiva frente al tampón de dilución
Se consigue una actividad específica alrededor de 400000 cpm/pg.
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5. ENSAYOS DE INTERACCION ENTRE Cl, 04 E IC OVA-ANTIOVA.
El procedimiento utilizado, para la activación de Cl por lOs y posterior pegada de 04,
es una modificación del descrito en nuestro laboratorio por Alcolea, J.M. et al.’2821.
a/materia/radiactivo: iodo[l4Ojacetamida (AmershanR>. 2bOpCi se resuspendenen
1 mL de agua destilada lo que supone una concentración de 0.79 mg/mL.
b/ los ¡nmunocomplejos son obtenidos en el punto de máxima precipitación según se
explica en el apartado 111.3.3.
c/ componentes del complemento: las muestras de Cl 011.2.1> y de 04 (llí.2.2> que van
a utilizarse en el ensayo, se dializan frente a 400 mL de tampón TRIS-HCI 0.01 M pH 7.4
conteniendo 0.15 M de NaCí durante toda la noche y se preincuban 5 mm a 3700 antes de
incorporarse al experimento.
d/ tampones: (A) TRIS-HCI 0.01 M pH 7.4 conteniendo NaCí 0.15 M y CaCí,
0.002 M.
(E> TRIS-HCI 0.05 M pH 10.0 conteniendo NaCí 0.7 M y
EDTA 0.02 M.
(0> PBS.
El marcaje de 04 con iodo[l-14olacetamida se realiza en la Cys del tioéster que queda
liberada tras la rotura proteolítica por Cis.
El desarrollo de los ensayos se muestra en el esquema 3.2.
6. METODOS DE DETECCION Y CIJANTIFICACION.
6.1. ENSAYO HEMOLíTICO: BREVE INTRODUCCION TEORICA.
Los ensayos hemolíticos’291> de los componentes del complemento se basan en la
hipótesis del “ONE HIT” descrita por M. M. Mayer. Esta teoría establece que un único sitio
sobre la superficie de los eritrocitos, que reaccionan con su AC especifico y activan la
cascada del complemento, es capaz de producir la rotura del hematíe provocando la salida
de hemoglobina al exterior de la célula, lo que sirve como método de cuantificación de la lisis.
La base teórica es la aleatoriedad del proceso en todas y cada una de las etapas
previas a la lisis, dicho de otra manera, una molécula unida al hematíe no tiene efecto sobre
la reactividad de cualquier otra. Observamos que este supuesto teórico se ajusta a una
distribución de Poisson <los eritrocitos se usarán por la existencia en su membrana de una o
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Esquema 3.2. Ensayo de Interacción entre c4 y los inmunocomplejos OVA-antIOVA.
425 pg de inmunocomplejos (ic>
lavado dos voces en tampón A
ci <i pg de ci por cada pg de itt>
20 pU de cací, 50 mM
• Incubación 30 min/ 370c
cí.’c
7 Incubación 40 min/ 370c
ci lc-c4b
lc-c4b
lavado dos veces con el tampón A
1 mg de C4 (1.1-1.5 mg/mU)
60 pU de cací, 50 mM
50 pL de iodo[1-14cjacetamida <59 miti/mmol)’1>
lavado dos veces en tampón B
lavado dos veces con tampón C conteniendo odoacetamida 0.04 M<
1>
lavado dos veces con tampón C sin odoacetamida
Solamente se ojiaden en el caso del marcaje radioqurmico de C4 y no en los ensayos queso realizan con
gO mareada con 1251
más lesiones>.
El grado de hemolisis (y>, siguiendo dicha distribución,
algebraicamente como:
y = 1 - ez (1>
donde z es el número promedio de lesiones por célula; e la
puede expresarse
base de logaritmos
naturales.
Tomando logaritmos neperianos en la ecuación (1>, obtenemos
-In <1-y) = z (2>
de donde se puede deducir fácilmente que para un valor de z
célula de promedio), el porcentaje de células lisadas es del 63.2%.
= 1 (una lesión por
6.1.1. Preparación de eritrocitos de carnero sensibilizados.
Se lavan 5 mL de eritrocitos de carnero (IILUZI con PES hasta
queda transparente, dando un último lavado con tampón barbital sódico
que el sobrenadante
(Fluka’» 4.94 mM pH
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7.35 conteniendoNaCí 142 mM, 0.1% de gelatina de Scharlau~ (p/v>. CaCí, 0.3 mM y MgCl,
(MerckR> 1 mM (GVB2t). Posteriormente se centrifugan a 3000 rpm en una Omnifuga 2 RS
de HeraeusR.
20 mL de una suspensión de eritrocitos al 0.8% <añadiendo 49.6 mL de GVE’~ a
400 pL de eritrocitos lavados y centrifugados> se diluyen con 19.96 mL de GVB’~,
incubándose con 40 pL de hemolisina <111.1.3), a una dilución 1:5120, durante 30 mm a 3/OC.
Esta es la preparación de eritrocitos sensibilizados <EA), que contiene aproximadamente
1 .2x 108 hematíes/mL contabilizados en una cámara Neubauer (Brand’».
6.12. Ensaya hemolítico de la fracciones cromatográficas.
Las muestras se preparan de la siguiente manera: una alícuota de cada fracción
cromatográfica a ensayar se diluye 1:1000 en tampón GVB’~. 10 pL de cada dilución se
agregan a 0.5 mL de tampón GVB’~, 0.4 mL de EA y 0.1 mL (dilución 1:60> de suero cobaya
deficiente en 04 (040> suministrado por SigmaR.
Como controles se preparan los siguientes tubos duplicados:
Fondo: 0.5 mL de GV6’~, 0.4 mL de EA y 0.1 mL 040 (1:60>.
Hemolisis espontánea: 0.6 mL de GV62 y 0.4 mL de EA.
Hemolisis total: 0.4 mL de EA y 2.6 mL de agua destilada.
Todas las preparaciones se incuban 10 mm a 3700. La reacción se para añadiendo
2 mL de PES frío, centrifugándose a 3000 rpm durante 5 mm en una omnifuga 2 RS de
Heraeus~. La absorbancia del sobrenadante se lee espectrofotométricamente a 414 nm
(longitud de onda de máxima absorción de la hemoglobina).
6.1.3. Determinación del número de moléculas activas de C4.
Se toman 0.25 mL de distintas diluciones de los isotipos de 04, C4A y 046,
comprendidas entre 1:1 0~ y 1:106, que se añaden a 0.25 mL de EA y 0.25 mL de 040, como
fuente de complemento, diluido 1:60. Se incuban 1 h a 37~C. El ensayo se para adicionando
2.5 mL de PBS frío. Los tubos se centrifugan 5 mm a 3000 rpm en una omnifuga 2 RS de
HeraeusR a 400. La absorbancia del sobrenadante se lee espectrofotométricamentea 41 4nm.
Como controles se emplearon las siguientes muestras duplicadas que se trataron de
igual forma que los tubos conteniendo la proteína problema:
Fondo: 0.25 mL de GVB2~, 0.25 mL de EA y 0.25 mL de 040 (1:60>.
Hemolisis espontánea: 0.5 mL de GVB2~ y 0.25 mL de EA.
Hemolisis total: 0.25 mL de EA y 3 mL de agua destilada.
El número de moléculas activas se calcula aplicando la fórmula (2>. Se representa
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gráficamente z (número promedio de lesiones celulares> frente a los ng de 04. Interpolamos,
en la gráfica, el valor z = 1, para obtener en el eje de abscisas la cantidad de 04
correspondiente al número de eritrocitos utilizados en el ensayo según la teoría del “ONE HIT”
anteriormente expuesta.
Similarmente se estudia el número de moléculas hemoliticamente activas para las
muestras de C4AB procedentes de los aislamientos.
6.2. INMUNODIFUSION DOBLE RADIAL.
El método fue descrito por Ouchterlonx’2921. Se prepara agar al 1 % en PBS a 3700
y con agitación suave para evitar la formación de grumos. De esta solución se añaden 5 mL
a placas de Petri de 5 cm de diámetro que se dejan enfriar. Se almacenan a temperatura
ambiente en un higrostato hasta su utilización.
Sobre estas placas se hacen orificios de 5 mm de diámetro (uno central y seis
formando un hexágono a su alrededor aproximadamente a 1 cm de distancia>. En el pocillo
central se cargan 40 pL de suero anti-04 (Behring’» u obtenido por inmunización de conejos
con C4 aislado previamente (lII.2.2.3.a), y en el resto, alícuotas de las fracciones
cromatográficas que se desea ensayar. Se incuban a temperatura ambiente en un higrostato
durante 16-40 h, observándose las bandas de precipitación bajo una lámpara sobre fondo
oscuro.
6.3. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SDS Y
DETECCION RADIOGRAFICA.
6.3.1. Método de Laemrnli.
Este método, ya clásico, fue descrito por Laemmli en 1970 estudiando las proteínas
de la cabeza del bacteriófago 1412931.
A/PREPARACION DE LOS GELES.
Solución madre de acrilamida/bis-acrilamida (A>: acrilamida (Bio Rad’» al 30%, N-N’-
metilen-Bis-acrilamida <Rio Rad’» al 0.8% en agua desionizada.
Tampones y soluciones empleados:
en gel de concentración <6>: TRIS 1 M pH 6.8.
- en gel de resolución (0): TRIS 1 M pH 8.8.
- SOS (Rio Rad’» al 10% (0>.
- tampón de resuspensión de la muestra <E): TRIS 1 M pH 6.8 conteniendo 10% de
glicerol (Panreac’» y 2% de SOS.
- tampón de desarrollo de la electroforesis (F>: TRIS 25 mM pH aproximadamente 8.3
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conteniendo Gly (Bio RadR> 192 mM y SOS 1%.
- persulfato amónico (Bio Red’» 0.1 g/mL (G>.
- N-N-N’-N’-metil-etilen-diamina (TEMED-Bio Rada) (H>.
Los volúmenes utilizados en la preparación de los geles aparecen en las tablas
siguientes:
Tabla 3.1. Volúmenes del gel de concentración al 5%.
A(mU> B(mUl D<pU) G(JJU> HWU> agua<mU) 1VT~
1.7 1.25 100 50 5 7 1101
Tabla 3.2 volúmenes de los geles de resolución.
A (mU> tt(mU> DQJL> ¡ G(pU> H<pU> agua<mU> ¡ VT
5.8 13.0 350 116.5 23.3 15.8 35 5
8.7 13.0 350 116.5 23.3 12.9 35 7.5
11.65 13.0 350 116.5 23.3 8.5 35 10
Tabla 3.3. Volúmenes del gel en resolución en gradiente del 6 al 18%.
A (mU) tt<mU> DWU>I o<¡t>( H(UL>f agua<mU> [VT ¡5
3.2 6.0 160 582 ¡ 116 6.7 16 6
9.6 6.0 160 582 ¡ 116 0.3 16 18]
Los geles se polimerizan sobre placas de 16 cm formando con un peine de metacrilato
10 6 15 pocillos donde se depositan las muestras.
6/ PREPARACION DE LAS MUESTRAS.
A 50 pL de muestra se le añaden 50 pL de E conteniendo 5 pL del agente reductor 2-
mercaptoetanol (Sigma’» y 3 pL de azul de bromofenol (MerckR> como indicador del frente de
la electroforesis. Las mezclas se hierven durante 5 mm.
0/ DESARROLLO DE LA ELECTROFORESIS.
Las muestras se depositan en los pocillos, dejando al menos dos de ellos para cargar
patrones de peso molecular (miosina, 200 Kd; 13-galactosidasa de E. coli, 11 6,25;fosforilasa
6 de músculo de conejo, 97,4; BSA, 66,2; ayA, 45; anhidrasa carbónica bovina, 31;
inhibidor de la tripsina, 21,5; lisozima de huevo, 14,4: Bio~Rad’», resuspendidos en tampón
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E conteniendo 5 pL de 2-mercaptoetanol y 3 pL de azul de bromofenol. Se aplica una
corriente continua de 25 mA hasta que el azul de bromofenol rebasa el gel de resolución (75
mm); entonces, elevamos el amperaje a 40 mA, dándose por terminada la electroforesis
cuando el indicador alcanza el final de la placa (2 h 30 mm).
0/ FIJACION Y TINCION DE LAS MUESTRAS.
Una vez desarrollada la electroforesis, el gel es sumergido durante 3-4 h en la solución
de fijación (100:70:12; agua:metanol (Normasolv’»:ácido acético de Scharlau’» que contiene
0.15% p/v de azul Coomassie brillante R-250 (Sigma’» como agente de tinción. Los geles se
destiñen en una solución de agua:metanol:ácídoacético (10:4:1), realizándose varios cambios
hasta que queda transparente. Se conserva en agua destilada hasta su secado o tratamiento
fluorográfico.
El SECADO DE LOS GELES.
Se han utilizado dos procedimientos diferentes:
- se coloca el gel entre dos láminas de papel celofán empapadas en agua, sostenido
por pinzas metálicas sobre dos marcos de metacrilato, aplicándose un ventilador en la parte
inferior hasta su secado (aproximadamente 16 h).
- los geles se sitúan sobre un papel de filtro doble recubiertos de una lámina de
plástico flexible. Se secan a 8000 durante 2 h con un aparato secador de geles de Bio~RadR
conectado a una bomba de vacío.
6.3.2. Método de Roos’1~’.
Fue desarrollado para el estudio de las bases moleculares de los alelos de 04. La
diferencia esencial con el método clásico es la disminución en el porcentaje de N-N’metilen-
bis-acrilamida. La solución madre de acrilamida/bisacrilamida (A’) es acrilamida al 30% y bis-
acrilamida al 0.18%.
Estos geles se preparan al 10% (tabla 3.2 sustituyendo A por A’> con un gel
concentrante del 5%. El desarrollo de la electroforesis y los procedimientos de fijación,
tinción y secado se han explicado en el apartado anterior.
nota: en la fase de desteñido, estos geles, aumentan considerablemente el tamano.
6.3.3. Electroforesis bidimensionales: tratamiento con hidroxilamina.
Se cargan dos ensayos de interacción (111.5) en uno de los pocillos formados. La
electroforesis se desarrolla en su primera dimensión aplicando una corriente de 25 mA hasta
que el frente atraviesa el gel concentrante (75 mm> y 40 mA (hasta el final de la
electroforesis>, siguiendo el procedimiento descrito en il.8.3.1.
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Una vez que el indicador, azul de bromofenol, ha alcanzado el fondo de la placa, se
detiene la electroforesis. La tira del gel se corta suavemente con un bisturí y se incuba a
3700 en bicarbonato sódico 0.1 M pH 9.5 conteniendo 1 M de NH2OH (Merck’» en tubos de
25 mL. Transcuridos 90 mm (en otros experimentos 3 horas>, eliminamos el reactivo y se
sumerge el gel en tampón de muestra de electroforesis al que previamente se añadió azul de
bromofenol al 0.05%.
Extraemos la tira de la solución y la introducimos transversalmente entre dos cristales
de electroforesis, para apoyarla sobre el gel concentrante de la segunda dimensión. Las
condiciones electroforéticas son las mismas que en el primer gel pudiendo cambiar el
porcentaje final de acrilamida o utilizar geles de bajo reticulado. Los procedimientosde teñido,
desteñido y secado se han descrito en ííí.e.a.í.
6.3.4. Elucián de los complejos de los geles de poliacrilamida.
Una vez desarrollada la electroforesis se tiñen los pocillos vecinos a la muestra a eluir
que contienen patrones de peso molecular de Bio-Rad~ <nos servirán como referencia para
identificar las bandas que interesan> o ensayos gemelos a las muestras que se quieren
extraer. Estás se cortan con un bisturí, se trituran con una varilla de vidrio hasta su
homogeinización y se resuspenden en 2-4 mL de agua destilada o bicarbonato amónico
(Merck’» 0.1 M, manteniéndose en agitación toda la noche en una rueda giratoria. A la
mañana siguiente, centrifugamos a 3000 rpm durante 10 mm en una omnifuga 2 RS de
Heraeus~ y el sobrenadante se precipita con 5 volúmenes de acetona. Tras 20 mm de
incubación a ~20oC, se centrifuga de nuevo 20 mm a 3000 rpm. El precipitado se lava con
1 mL de acetona y se seca con nitrógeno antes de ser resuspendido para cargarse en una
columna Superdex 75 HR 10/30 (Pharmacia’» o preparado para una PASE-SOS al 10% por
el método de Roos.
6.3.5. Densitometrado.
Las electroferesis bidimensionales correspondientes a los ensayos de interacción con
04A y 04B son densitometradas en un aparato BeckmanR DU-8 a 470 nm. Los complejos
provenientes de las digestiones pepsínicas y tripsínicas, en un densitómetro de Molecular
DinamycR.
6.3.6. Fluorografía.
Tras el desteñido, los geles se sumergen en agua destilada agitándose toda la noche.
A las 16 h se cambia el agua para eliminar restos precipitados y se les somete al siguiente
tratamiento siempre en agitación:
- incubación durante 1 h con 200 mL de dimetilsulfóxido de Carlo ErbaR (DMSO>
utilizado en anteriores fluorografias.
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- íncubación
- íncubación
Erba’» durante dos
- lavado con
- secado del
con DM50 nuevo 1 h más.
con una solución DMSO/PPO (120 mL DM50 y 30 g de PPO de Carlo
horas. El gel encoge.
agua destilada. El gel crece y se vuelve blanco por precipitación del PPO.
gel por los procedimientosdescritos anteriormente 011.6.3.1 E).
Los geles fluorografiados, asi como los marcados con “sí, se colocan en carcasas
metálicas (Kodak’» para impresionar películas X-OMAT 5 y X-OMAT R (Kodak’».
6.4. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION.
Las lecturas espectrofotométricas, tanto en ultravioleta (UV) como en visible, se
realizan en un aparato UV-120-02 de Shimadzu~. La radiación UV se utiliza para la
cuantificación y detección de proteínas (280 nm> y péptidos <214 nm>. Los coeficientes de
extinción molar son indicados en cada caso concreto, y los pesos moleculares aparecen
reflejados en la introducción. La espectroscopia visible (414 nm) se emplea para el estudio
del grado de hemolisis por activación de la VC.
7. MARCAJE DE 04 CON IODO[1-14CIACETAMIDA.
Se basa en la rotura que se produce en el enlace tioéster por la presencia de
metilamina129’ 1551 y la incorporación de iodo[1-’4Clacetamida al grupo tiol liberado. La
inactivación por CH
3NH, es más eficaz que con NH,OH’
2~1. El procedimiento se esquematiza
seguidamente:
Esquema 3.3. Marcaje de C4 con iodo[1-’4clacetamida.
200 aL de tt4 <A,
80 = 1 .45 mg/mU)
— Incubación 3 ti o temperatura ambiente
50 pU de odoil -
4clacetamida
500 pU de tampón TRIS-Acetato 0. 1 M pH 8.0 conteniendo NattI 0.15 Nl y
cH,NH, 20 mM.
Posteriormente se somete a diálisis intensiva, para eliminar el exceso de odoil-
14Clacetamida, frente al tampón del siguiente ensayo.
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8. DIGESTIONES ENZIMATICAS.
8.1. DIGESTIONES PEPSINICAS.
8.1.1. De los complejos de interacción.
Los precipitados obtenidos en el punto 111.5 se resuspenden en 50 pL de tampón
acetato sódico 0.1 M pH 4.2. Se añade pepsina (E.C. 3.4.23.11 de Sigma’» (5 mglmL> en
una relación enzima/sustrato de 1/25 incubándose durante 24 h a 3700. La reacción se
detiene elevando el pH con TRIS. Posteriormente se centrifuga 5 mm a 11000 rpm en una
Biofuga E de HeraeusR y separamos el sobrenadante del precipitado. Este último será lavado
dos veces con PBS para eliminar la posible contaminación.
8.1.2. De C4 marcado con iodo[1-14Clacetamida.
500 pg de 04 marcado con iodo[1 -‘40]acetamida <111.7) se dializa frente a bicarbonato
amónico <Merck’» 50 mM. Tras liofilizar la muestra, se resuspende en 500 pL de tampón
acetato sódico 0.1 M pH 4.2. Se añade pepsina en una relación enzima/sustrato de 1/25,
incubándose 24 h a 3700. En algunos experimentos, a las 24 h vuelve a añadirse la misma
cantidad de pepsina, manteniéndose la incubación 24 h más. La reacción se para elevando
el pH con TRIS.
8,2. DIGESTION TRIPSINICA.
Los complejos obtenidos en 111.5 se resuspenden en 100 pL de bicarbonato amónico
50 mM. La solución es digerida con tripsina (E.C: 3.4.21.4 de Sigma’» durante 1 h a 3700,
con una relación enzima/sustrato de 1/20. Al cabo de ese tiempo se vuelve a añadir tripsina
con una relación enzima/sustrato de 1/40, incubándose 3 h más a 3700. La reacción se para
congelando las muestras a .7000 o añadiendo inhibidor de tripsina. Estas preparaciones se
cargan en una PAGE-SOS al 10%. Las bandas correspondientes a la cadena H y L de la IgO
se extraen del gel flhI.6.3.4 y se cromatografían en una columna de Superdex 75 HA 10/30
en un sistema FPLC <111.9.2.2).
9. FRACCIONAMIENTO DE PEPTIDOS.
9.1. FILTRACION EN GEL EN BIOGEL P4.
Partimos de los complejos obtenidos en los ensayos de interacción que fueron
posteriormente digeridos con pepsina <lll.14.8.1.1). A continuación, se desarrolla el esquema
siguiente:
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Esquema 3.4. Filtración en Biogel P4 de los productos de los complejos c4-lcs digeridos con pepsina.
Ic-c4b
60pL de acetato sádico 0.1 M pH 4.2
— Digestión con pepsina
— centrifugación 5 mm a 11000 rpm en Biofuga
Sobrenadante
urea <Merck”> 8 M 1/1 y/y
Precipitado
Se cargan en Biogel P4 de 40 cm equilibrada en bicarbonato amónico 50 mM
a un flujo de 1.2 ml/ti, recogiendo tracciones de 610 pU.
Recuperación del pico excluido.
Uiofili¿ación
Resuspensión de las muestras en tampón bicarbonato sádico 0.1 M pH 9.5
conteniendo cloruro de guanidinio (Fluka”> 5 M e hidroxilamina 1 Nl.
Incubación 90 mm a 3700
Recarga el Biogel P4 y se eluye en las mismas condiciones.
Paralelamente, se carga en Biogel P4 (Bio-Rad’» el digerido pepsínico de 04 íííí.s.í.2).
El pico radiactivo se utilizará, posteriormente, para secuenciación radioquimica previa
repurificación por HPLC.
9.2. FRACCIONAMIENTO POR CROMATOGRAFíA LíQUIDA DE ALTA RESOLUCION
<HPLC).
9.2.1. De los péptidos de C4 marcados con iodoll-14C]acetamida.
Los péptidos radiactivos de la digestión pepsínica de 04, procedentes de Biogel P4
<Lll.9.3.1), se cargan en una columna Novapack 018 de WatersR desarrollándose la
cromatografía en un sistema HPLC de WatersR constituido por los siguientes solventes:
A - TFA (Acido trifluoroacético, Merck’» 0.16% en agua.
6 - TFA 0.1% en acetonitrilo (Scharlau’».
La muestra se eluye en un gradiente cóncavo (curva 7 de un controlador automático
de gradientes Waters’» desde O a 60% de tampón E en 60 mm. Más tarde, se eleva el
porcentaje a 100% de B en 1 mm y se mantiene durante 14 mm más, para luego, en el
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minuto siguiente, volver a las condiciones de equilibrado de la columna. Se colectan
fracciones de 500 pL.
9.2.2. Filtración en gel por FPLC (Cromatografía líquida de alta velocidad para
proteínas> -
Los sobrenadantes de las digestiones pepsínicas (111.8.1.1> de 4 ensayos de interacción
o los eluidos de las digestiones tripsínicas <111.8.2) se cromatografían en una columna de
filtración en gel Superdex 75 HR 10/30 (PharmaciaR> acoplada a un sistema FPLC de
Pharmacia”. Se desarrolla con un flujo de 0.5 mL/mm en tampón TRIS-HCI 0.01 M pH 7.4
conteniendo NaCí 0.15 M o en bicarbonato amónico 0.05 M. Fracciones de 400 pL son
colectadas y analizadas en un contador de centelleo Beckmann~ LS 2800. La columna fue
calibrada, previamente, con seis marcadores de diferente peso molecular: lgG (150 Kd>, HSA
<65>, OVA <45>, inhibidor de la tripsina <21,5>, citocromo 0<12,3> y aprotinina <6,5>.
10. SECUENCIACION RADIOQUIMICA.
El análisis de los picos eluidosdel Biogel P4 correspondientes a los fragmentos de C4
liberados de los complejos digeridos con pepsina <111.9.3.1> o procedentes del Superdex 75 HR
10/30 <111.9.2.2), se realiza en un secuenciador 470A de Appiied Biosystems” usando el
programa O3RPTH. Las muestras liofilizadas son resuspendidas en 3OpL de trietilamina al 2%
o en 100 pL de agua destilada, y aplicadas a un filtro de Biobreno <Applied Biosystems’»
sometido a tres ciclos de preparación con el programa O3RPRE. Las fracciones, a las que
previamente se les han añadido 4 mL de Formula 989 (Dupont>, se analizan en un contador
de centelleo Beckmann” LS 2800.
11. INMUNOBLOTTING.
11.1. TRASFERENCIAA MEMBRANAS DE NITROCELULOSA.
Se sumergen, 14 láminas de papel Whatman n03 y 2 de nitrocelulosa (Bio-Rad’» del
tamaño del gel que se va a revelar, en tampón TRIS-HCI 25 mM, glicina 192 mM pH 8.3
conteniendo 10% y/y de metanol y 0.005% p/v de SOS durante 15 mm.
La trasferencia se realiza por un sistema semiseco’2951. Sobre el electrodo positivo de
grafito se depositan 7 láminas del papel Whatman y sobre ellas las dos de nitrocelulosa. El
sandwich se completa colocando el gel cubierto por las otras 7 láminas. Eliminamos las
burbujas presionando una pipeta de 10 mL como un rodillo sobre la pila de láminas. El sistema
se cierra con el electrodo negativo de grafito y se aplica una corriente de 150 mA durante
2 h, observándose un incremento del voltaje desde 5 a 120 V. Una vez terminada la
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trasferencia, la lámina de nitrocelulosa superior se utiliza para el revelado, mientras que la
inferior se tiñe con rojo Ponceau (0.1 % de rojo Poinceau de SigmaR, 1 % de ácido acético>
durante 2-3 mm para determinar las pérdidas por sobretrasferencia. El gel trasferido es teñido
con azul Coomassie (lll.6.3.1D> para comprobar la eficacia de la técnica.
11.2. REVELADO CON ANTICUERPO ANTI-Fc UNIDO A PEROXIDASA.
La lámina de nitrocelulosa se satura sumergiéndola toda la noche en una batea con
tampón fosfato sódico 0.01 M pH 7.5 conteniendo NaCí 0.15 M y BSA (Sigma’» al 0.1% p/v.
A la mañana siguiente, se aya suavemente con agua destilada y se incuba 1 h a
temperatura ambiente en agitación con una dilución 1/250 del AC anti-Fc unido a peroxidasa
(Pel Freez’» en tampón TRIS-HCI 20 mM pH 7.5 conteniendo NaCí 0.5 M y ESA 0.1%. Tras
un lavado breve con agua destilada, se mantiene 30 mm a temperatura ambiente en agitación
con el tampón anterior sustituyendo la ESA por Tween 20 (monolaurato de polioxietileno
sorbitan, SigmaR> al 0.05 % (y/y>.
El revelado se realiza en una solución de fosfato sódico 0.01 M pH 7.5 conteniendo
NaCí 0.15 M, 0.05 % p/v de cloronaftol y 16.65 % de metanol, a los que se añaden 50 pL
de agua oxigenada (Panreac” de 33 volúmenes) por cada 100 mL de solución. Se agita
suavemente hasta que aparecen las bandas. La reacción se para sumergiendo las láminas en
agua destilada.
12. INMUNOPRECIPITACION.
Al sobrenadante de dos muestras de las digestiones pepsínicas de los complejos
<3.11.1> se añaden 50 pL de PES, y se incuba, en dos alícuotas independientes, con 250 pL
de un suero de cabra anti-Fc de conejo (Nordik’», que previamente se había acopiado a
Sepharosa-CNBr <lll.2.3.3.b>, durante 1 h a 3700 con frecuentes agitaciones. Más tarde, se
centrifugan en Biofuga 6 de HeraeusR 10 mm a 11000 rpm. Se mezclan los dos
sobrenadantes que se reincuban con 250 pL del inmunoadsorbente. Después de
centrifugarse, las tres muestras se lavan varias veces con PES y se resuspenden en 100 pL
del tampón de muestra de electroforesis conteniendo 10 pL de 2-mercaptoetanol y 3 pL de
azul de bromofenol al 0.2%. Se hierven 10 mm y se cargan en una PAGE-SDS en gradiente
del 6-18%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
.
1. AISLAMIENTO DEL CUARTO COMPONENTE DEL COMPLEMENTO
(C4).
1.1. AISLAMIENTO DE C4AB.
Se desarrolla en tres etapas:
a/ método de Lundwall et al. (11.2.2.1).
b/ repurificación por FPLC <11.2.2.2).
c/ inmunoadsorbente policlonal <ll.2.2.3.c).
al método de Lundwall et
81}2flI~ A partir de 1.2 L de plasma clarificado por
centrifugación y agitado en batch junto con la resma QAE-Sephadex A-SO, en la cámara fría
a 4W, se desarrolla la secuencia cromatográfica expuesta en materiales y métodos. Los
perfiles cromatográficos pueden verse en las figuras siguientes.
CROMATOGRAFIAS DE INTERCAMBIO IONICO
Crometograffe de Intercambio I6nIcoQAU.-O.phada A-SO 0.2 M en NeOl
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Figura 4.1 Aislamiento de ~4. ttromarografla de intercambio iónico en QAE-Sephadex ASO elulda con TRIS-HCI
2OmM conteniendo NaCí 0.2 M Y EDTA 2 mM. En este paso se eluye C3 y tt5
RESULTADOS Y DISCUSION
Cromatograffa dé ¡nietosmblo ¡6nloo
OAE-Segmáá.x P-5@ 0.511 en Hect
2.5
E
32
<4
u
.9 1•5
.2
u
01,5 7
0 100 fO 500 400 500 600 700 800 000
mL
Figura 4.2 Aislamiento de ~4. cromatografía de intercambio ¿inico en QAE-Sephadex ASO. Elución con TRIS-HCI
20 mM conteniendo NacI 0.5 M y EDTA 2 mM. Recuadro interior: inmunodifusión doble radial con suero anti-C4
de las fracciones cromatográficas.
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Figura 4.3. Aislamiento de C4. Cromatografía de intercambio ¿inico en DEAE-Celulosa. (—-—) A,~
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conductividad en milisiemens. ¼ A4,4.
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El pico de proteína eluido del OAE-Sephadex A-SO (figura 4.2) se concentra y dializa
frente al tampón de equilibrado de la OEAE-Celulosa. Su elución se realiza con un gradiente
lineal de NaCí <figura 4.3), colectándose fracciones de 73 mL.
La detección de 04 durante el aislamiento se efectúa por diversos procedimientos:
- inmunodifusión doble radial <111.6.2> con un suero anti-C4 (Behring~ u obtenido por
inmunización de conejos New Zealand con 04 como se describe en ííl.2.2.3.a>. Principalmente
para comprobar la presencia de la proteína en el eluido del QAE-Sephadex A-SO.
- ensayos hemolíticos de las fracciones cromatográficas 1111.6.1.2) en los pasos
posteríores.
- PAGE-SDS (IIL&3.1) en condiciones reductoras como comprobante del grado de
pureza en la filtración en gel
FILTRACION EN GEL
Después de concentrarlas fracciones positivas hemoliticamente para 04 hasta 30 mL
se desarrolla un último paso de exclusión molecular (figura 4.4).
FIUtrcI6n en ob!...
Sephmdex 0200
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Figura 4.4. Aislamiento de c4. Filtración en gel en Sephadex 0200. <—> A,~
0. ¼ . .1 A4,4. Recuadro interior:
PAGE-SDS del C4 aislado.
Las fracciones con alto grado de pureza electroforética (figura 4.4. recuadro interior)
se mezclan y concentran hasta 1-1.3 mg/mL. almacenándose a ~70oC hasta su utilización.
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bI repurifícación por FPLC.- C4 procedente del aislamiento anterior se somete a
recromatografia en un sistema FPLC de PharmaciaB en medio ácido, según se comenta en
111.2.2.2 (figura 4.5).
Repurtficeclón d• 04 por FPLC
Mono U HA M/SA
100
0~25
E /3 80
C 02
u 601
40
.5
c
0
0,05 20
0,4 10,4 20,4
mL.
Figura 4.5. AisLamiento de C4. Repurificación por FPUC en una columna Mono 8 HR 5/BH. Recuadro
interior: PAGE-5DS de c4 aislado.
La proteína obtenida en este aislamiento (pico mayoritario de la gráfica 4.5), una vez
comprobada su pureza por PAGE-SDS, es acoplada a Sepharosa 4B activada con CNBr
<lll.2.2.3.bl y montada en una jeringa de 10 mL.
ci inmunoadsorbentepoliclonal.-se cargan 30 mL de plasma-EDTA C4AB o 15 mL de
plasma-EDTA monoisotipico (C4A3BQO o 04A0’0B1) en el inmunoadsorbente policlonal
anti-04. La elución se verifica siguiendo el protocolo descrito en íU.2.2.3.c y su perfil
cromatográfico está representado en la figura 4.6.A.
Como la proteína eluida se encuentra en muy baja concentración, tras dializaría, se
concentra en un sistema cromatográfico de intercambio iónico en DEAE-Sephacel (figura
4.5. B).
¿ Por qué utilizamos dos métodos de aislamiento? Cuando comenzamos los estudios
con el método clásico de Lundwall et al. como base para la obtención de 04, observamos
mediante PAGE-SDS, que parte de las moléculas había sufrido una degradación proteolítica
en la cadena a, dando como resultado un peso molecular aparente semejante al de la cadena
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Figura 4.6. Aislamiento de 04. A/ cromatografla de afinidad en un inmunoadsorbente policlonal ant[c4
eluldo a pH 1125. SI concentración de la muestra del eluldo anterior
a’, causando un número bajo de moléculas hemoliticamente activas. La probable causa de
este problema estaría en la prolongada duración, entre 18 y 21 días, del método de
aislamiento, que favorecería la acción de proteasas séricas, presentes de forma residual a
pesar del tratamiento constante con inhibidores plasmáticos, y el desarrollo de la capacidad
autolítica de la propia molécula de 04. Por este motivo, decidimos repurificar la muestra e
inmunizar conejos para la obtención de un suero anti-C4, que anclado a Sepharosa 4B
activada con CNBr, permitiera mejorar la calidad y la cantidad de la molécula aislada. Con
este procedimientologramos una notable incremento en el rendimiento, pasando del 28% con
el aislamiento clásicot2901, a valores comprendidos entre el 65-75% con el inmunoadsorbente
policlonal. Además, el número de moléculas hemoliticamente activas se incrementó desde
3.82 x ío’~, por el primer método, a 6.9-9.6 x 1013 con el inmunoadsorbente (ver ív.4.í).
1.2. AISLAMIENTO DE C4A3 (C481).
El aislamiento se desarrolla a partir de 10 mL de plasma-EDTA monoisotípico de dos
donantes sanos ID. y F.B., tipados C4A3BQO y C4A0081 respectivamente, que se
cromatografían en el inmunoadsorbente policlonal <111.2.2.3>. Tras el lavado, la columna se
eluye elevando el pH a 11.25 (figura 4.6.A>. La proteína obtenida es concentrada en una
columna de intercambio jónico DEAE-Sephacel (figura 4.6.B>. Como puede apreciarse, los
perfiles cromatográficos son semejantes a los del aislamiento de C4AB.
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Figura 4.7. Aislamiento del isotipo c4Aa. A/ cromatografía de afinidad en un inmunoadsorbente policlonal anti-04
eluldo a pH 11.25. 5/ concentración de la muestra del eluldo anterior.
1.3. AISLAMIENTO DE ISOTIPOS.
La utilización de un tercer método de aislamiento, el inmunoadsorbente monoclonal
L003, queda justificada por ser un medio de separación de ambos isotipos de 04 a partir de
plasma C4AB. L003, de especificidad anti-Ch”701, reacciona con una constante de equilibrio
7 veces mayor para 046 debido a la sustitución Leu’191 (C4A) por Arg (046)12971. Se utilizó
preferentemente para aislar 046, debido a la carencia de donantes habituales que
presentasen tipaje C4AQO (carentes de C4A>.
Dos motivos fundamentales hacen que el L003 no sea fuente de obtención de C4A:
primero, la disponibilidad habitual del donante I.D. (tipado 04A3B00) durante las primeras
etapas del estudio y, segundo, el bajo rendimiento que se obtiene de dicho isotipo por este
método. Además, existe una tercera causa de orden experimental: C4A forma enlaces amida
con inmunocomplejos, haciéndose insensible a hidroxilamina, que como se ha expuesto, es
una de las bases metodológicas en este trabajo.
Se acopla el anticuerpo monoclonal anti-C4d, L003, a Sepharosa 46 activada con
CNBr (lll.2.2.4.b) y se rellena una jeringa con un lecho de 5 mL. donde se cargan 15 mL de
plasma-EDIA C4AB eluyéndose la columna con un gradiente de pH llll.2.2.4.c): el primer pico
corresponde a C4A y el segundo a 046 (figura 4.8>.
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Figura 4.8 Aislamiento de isotipos de c4. cromatografra de afinidad en inmunoadsorbonte [003. (—) A
280.
• .) pH. La línea recta continua coresponde a las fracciones mezcladas.
2. CONSUMO DE C4 DURANTE LA ACTIVACION DE LA VíA CLASICA
DEL COMPLEMENTO.
Se sigue el protocolo diseñado para los ensayos de interacción <111.4) con algunas
modificaciones que resumidamente aparecen en el esquema 4A - Los datos experimentales
se muestran desde la tabla 4.1 hasta la 4.5, y en la gráfica 4.9.
Material de partida: 142 pg de inmunocomplejos.
04 (1.2 mg/mL).
Cl en las cantidades especificadas en la labia 4.1..
El método de cuantificación es por ensayo hemolítico <111.6.11 de los sobrenadantes de
los experimentos de interacción (tabla 4.2).
Con los resultados de la tabla 4.2 se calcula para cada dilución el tanto por uno de
hemolisis (y). A partir de él, el número promedio de células lisadas (z> según la fórmula (2)
descrita en 111.6.1.3 (tabla 4.3>. Estos datos se ajustan a rectas de regresión cuyas ecuaciones
se muestran en la tabla 4.4. Interpolando el valorz = 1, y considerando 2.6 x 10~ eritrocitos
por ensayo, obtenemos el número de moléculas hemolíticamente activas (tabla 4.5).
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Esquema 4.1. Consumo de C4 durante la activación de la vía clásica.
142 pg de 0
cantidades variables do 01
— incubación 30 mm a 3700
ci íc
2 lavados con tampón Tris-HOI 0.01 M pH 7.4 conteniendo Nací 0.15 M Y
¡ cací, 0.002 M
500 pido 04
200 pl del tampón anterior
incubación 40 mm a 370~D
ci lc-c4b
2 lavados en tampón Tr¡s-Hcl 0.05 m pH 10.0 conteniendo Nací 0.7 M Y ~
0.005 M
2 lavados con PB5
Tabla 4.1. Diluciones sedadas dccl.
pgcl/pglO pgdo0l pide ci pl de tampón
o o 0 500
0.2 28.4 21.5 478.5
0.4 56.8 43.0 457.0
0.6 85.2 64.5 435.5
0.8 113.6 86.0 414.0
1.5 213.0 161.0 339.0
Tabla 4.2. Ensayo hemolítico del consumo de ~4 restado el fondo.
~ oit ,~ o ¡
Dilución ¡~noC4 I[ ~
0.2
0.4 0.6 0.8 1.5
300 HT HT HT HT HT
0310NC
6x10
3 60 HT HT 0.494 0.458 0.379 0.207
i04 30 HT 0.534 0.419 0.306 0.291 0.158
2x104 15 0.530 0.458 0.290 0.243 0.230 0.143
5x104 6 0.311 0.302 0.186 0.175 0.153 0.122
10~ 0.206 0.191 0.102 0.072 0.056 0.046
HT - Hemolisis total; NC - No considerado en el ajusto.
Fondo: 0.048; Hemolisis total: 0.637; Hemolisis espontánea: 0.012.
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Tabla 4.3. cálculo del grado de hemoUsh y de “z’.
pci ¡pglc
1? LZIZLZEZLIIEZJEIYZZ
HT - HT HT HT HT - ND -
HT HT 083 182 077 150 0.64 1.03 0.35 0.43
1-IT - 0.90 2.37 071 1 24 051 073 0.49 1.03 0.26 0.31
0.90 2.30 0.77 <.60 049 068 041 053 0.39 0.49 0.24 0.28
0.52 0.75 0.51 0.72 0.31 0.38 0.29 0.35 0.26 0.30 0.20 0.36
0.35 0.43 0.32 0.39 0.17 0.19 0.12 0.13 0.09 0.09 0.07 0.08
F~iIZJLZ1ZZLiIIIflLZWLZiEZJLZII_
HT- Hemolisis total; ND - No determinado.
Tabla 4.4. coeficientes y rectas de regresión.
pg ClIpglc Roctesderegresión z 1 r
O z = 0.319 ng - 0.117 3.49 ng 0.996
0.2 z = 0.144 ng ±0.270 5.05 ng 0.992
0.4 z = 5.63x10~ ng + 0.219 13.84 ng 0.984
0.6 z = 4.46x102 ng + 0.139 19.28 ng 0.990
0.8 z = 3.OOxlO2 ng + 0.176 27.46 ng 0.969
1.5 z 9.76x103 ng + 0.155 86.58 ng 0.892
Tabla 4.5. Porcentaje del consumo de C4.
/Jg clip
0 íc
~ 0.2 0.4 0.6 0.8 1.6
Mol.act¡vas <10’
2>/mg 80.1 55.3 20.2 14.5 10.2 3.23
% consumo de C4 0 30.88 74.76 81.88 87.25 95.97
Finalmente se representa
(figura 4.9>.
el porcentaje de consumo de 04 frente a pg de Cl /pg de IC
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Figura 4.9. consumo de C4 por activación de la vía clásica in vitro
De todo ello extraemos las siguientes conclusiones:
1. Solamente el 2.67% (entre 2.3 y 3.2% en otros experimentos) de las moléculas
de 04 poseen actividad hemolítica (8 x i0’~ moléculas activas/mg de 04, que corresponde
a 3 x íQ’~ moléculas>, a pesar de utilizar eritrocitos de carnero que son más sensibles a la
lisis que los humanos~2951. Este valor tan bajo puede deberse:
- moléculas de 04 sufren alteraciones estructurales durante el periodo de congelación
1 descongelación’299~ tras el almacenamiento, como puede detectarse por PAGE-SDS de
muestras antiguas. Cuando se estudie el número de moléculas con el tioéster intacto por
incorporación de 14C-metilamina en C4 se obtienen valores entre el 60 y el
85%uí5s. 166. 2891
para muestras nuevas. Este valor decrece hasta el 31% en las muestras viejas de nuestras
preparacíones.
- otra fracción inactiva el tioéster por ataque nucleofílico de una molécula de agua,
previamente al ensayo y/o durante el periodo de incubación, transformándose en C4(H20)
(también llamado 04u).
- posiblemente no todas las moléculas con el tioéster intacto serán activadas y lisarán
eritrocitos (algunas se unirán al hematíe sin causar lisis o se anclarán sobre otra molécula de
04b no contabilizándose para la hemolisis>.
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- al tratarse de C4AB, es de suponer que el 50% de las moléculas pertenezcan a 04A,
isotipo con menor actividad hemolítica1199’ 200, 2041 El 1.44% de las moléculas de 04A
provocan hemolisis, valor que asciende hasta el 4.95% en 048 (ver IV.4.1>.
2. Existe un progresivo consumo de 04 al incrementarse el cocientepg de C1/pg de
lO con tendencia a alcanzar una meseta cuando queda activa menos del 5% de la proteína
con capacidad hemolítica inicial, indicando una alta eficacia en la activación por Cl. En los
ensayos de interacción por activación de la VC se utilizará un cociente de 1, que representa
un consumo de alrededor del 90%.
Todos estos resultados deben tomarse con precaución, pues estamos introduciendo
dos elementos de error: el peso molecular redondeado de 04(200 Kd.) para el cálculo teórico
del número de moléculas y el contaje de los eritrocitos en la cámara Neubaue?, sujeto a gran
variabilidad.
3. DETECCION Y CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS
COVALENTES FORMADOS DURANTE LA ACTIVACION DE LA VíA CLASICA
ENTRE C4 E INMUNOCOMPLEJOS OVA-ANTIOVA.
3.1 IMPLICACION DE C4 EN LA INTERACCION.
Experimentalmente diseñamos una activación secuencial con componentes aislados
de los primeros pasos de la cascada de la VC utilizando lO OVA-antiOVA en el punto de
máxima precipitación <íu.s> y marcando la molécula de C4b naciente con iodo[ 1 ~>4CIacetamida
en la Cys liberada del enlace tioéster tras la escisión proteolítica por Cis. Los precipitados
obtenidos en los ensayos se resuspenden en tampón de muestra electroforética y se
desarrolla una PAGE-SDS al 7.5% <í¡í.e.a>.
En la calle 3 del gel de la figura 4.10 se observan varias bandas de alto peso molecular
que no corresponden a las cadenas a, E y y de 04 (calle 1> ni a los componentes de los
inmunocomplejos: cadenas H y L del 40 y, el antígeno, ovoalbúmina (calle 2>. Destacan dos
bandas nítidas, A con un peso molecular aparente de 215 Kd, y 8, de alrededor de 170 Kd,
y una banda más difusa, A’,de unos 145 Kd. Además aparecen bandas de muy alto peso
molecular <0 y otras) por encima de la banda principal A. Mediante un análisis fluorográfico
(figura 4.11, calle 2> investigamos las bandas marcadas con ‘~C. Distinguimos cuatro grupos:
a/ bandas de muy alto peso molecular, presentes en la electroforesis previa; b/ dos bandas
nítidas que se corresponden con A y B; c/ la banda difusa A’; di la cadena a’ de 04.
Concluimos que tras la activación de 04 por la yO, se forman complejos de alto peso
molecular que portan la cadena a’ de C4. Nuestros datos son acordes con los expuestos por
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una compactación excesiva de la molécula generara una mayor movilidad electroforética en
condiciones desnaturalizantes, lo que sería chocante si consideramos que, las estructuras
compactas, fijarían menos SDS.
El cálculo de los pesos moleculares se realiza gráficamente (log M frente a mm de gel>
utilizando como patrones miosina (200 Kd>, B-galactosidasa de E. col¡ (116.25 Kd>,
fosforilasa 2 (97.4 Kd> y BSA (67 Kd). Los datos se ajustan a la recta:
log M = 2.617 - 7389 x iO~ mm.
con un coeficiente de regresión de 0.995 (figura 4.13>.
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Figura 4.13. cálculo de peses moleculares. Gráfica de log M frente a mm de recorrido en el gel.
3.4. LA CADENA a’ DE C4b FORMA PARTE DEL COMPLEJO DE INTERACCION.
La cadena a estaba implicada de modo indirecto, por un lado, por ser la portadora del
marcaje con iodo[1-’4olacetamida en el grupo SH procedente del tioéster, y por otro, por
desaparecer o disminuir en las PAGE-SOS <figura 4.12, calle 3). Para confirmar
experimentalmente los supuestos anteriores, a partir de dos ensayos de interacción, se
desarrolla una PAGE-SDS bidimensional (figura 4.15>: U dimensión al 5%; la 2~ dimensión
al 10% tras el tratamiento con NH
2OH <111.6.3.3) que hidroliza los enlaces éster dando lugar a
un alcohol más el ácido hidroxámico correspondientd
1561.
R’-C0-O-CH
2R” + NH2OH = R’-CO-NHOH + R”CH2OH
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A>. La banda A’, no descrita anteriormente, parece constituida por a’-L. La composición
molecular de E es enigmática. Campbell et al)2911 la asignan a dímeros a’-a’ aduciendo que
su peso molecular reducido (migra alrededor de 130 Kd siendo su peso molecular de 188> se
debe a la generación de una estructura más compacta. Si esto fuese verdad, como hemos
visto antes, captaría menor cantidad de SDS y su recorrido cromatográfico sería menor, como
aducen para los complejos a’-H. Secundariamente, otros laboratorios ~ 197. 2021 adscriben
este aducto a los mismos complejos, aunque quizás la banda que aportan Kishore et al.11951
corresponda a nuestra A’, pues se marca también con 1251 En todo caso, los enlaces
formados serían amidas, por ser insensibles a NH
2OH. Dentro de nuestro laboratorio
1252’ se
han detectado, con lO prealquilados, complejos a’-a y a’-a’, que no pueden corresponder a
la banda B por hidrolizarse con NH
2OH. Otra posibilidad puede barajarse: el atrapamiento en
la red de lO de formas plasmáticas parcialmente procesadas’
1~’1~’. Se ha descrito que Cis
rompe pro-04 (forma plasmática monocatenaria de 04> en dos fragmentos1131140’ 142] 13-C4a
(75 Kd no portador del tioéster> y a’-y (130 Kd con posibilidad de captar iodo[1-
‘4C]acetamida>. En favor de esta hipótesis está el hecho de que aparece radiactiva la cadena
a’ (figura 4.12> indicando que parte de 04 permanece unido por fuerzas no covalentes a la
malla de lO. Por último, cabria la opción de que las dos bandas designadas E (en PAGE-SDS
al 7.5% y al 5%) no correspondan a la misma estructura, lo que no parece probable por su
localización en el gel y su comportamiento frente a NH,OH (figura 4.24.A>.
3.5. CALCULO DEL PORCENTAJE DE MOLECULAS DE C4 QUE FORMAN
COMPLEJOS C4b-lgG.
Realizamos una PAGE-SDS con ‘251-lgG <figura 4.10). En vez de ser sometida a un
revelado fluorográfico, se corta la calle del ensayo en tiras de 2 mm de anchura y se analizan
en un contador y 1275 de LKBR. La figura 4.18 presenta los resultados.
CIII
n.a
0 10 20 30 40 50 50
e p m <URa)
Figura 4.18. Representación esquemática de Las cpni presentes en
una PASE-SOS do un ensaye de interacción con “51-lgo
A partir de estos datos,
calculamos de forma aproximada el
porcentaje de moléculas de 04 que
forman complejos con la lgG.
Partimos de 1 mg de 04
<301 x 1015 moléculas> y 425 pg
de lO con una relación
OVA:antiOVA de 1:12 <íí¡.s.s>. La
cantidad de cadena H y L se
estiman en 263,52 y 126,48 pg,
respectivamente, correspondiendo
a 3.17 x 1015 moléculas.
Ahora calculamos las actividades específicas para ambas cadenas. La radiactividad
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de la parte superior del gel más la correspondiente a las bandas de más alto peso molecular
(desconocemos su constitución molecular> suman 45132 cpm, que serán divididas entre las
dos cadenas (evidentementeintroducimos un elemento de error, pero menor que el producido
si se desprecia esta cantidad).
cpm de H (radiactividad que no ha entrado en el gel/2) + banda A + banda H =
— 22566 + 8252 + 260628 = 291446 cpm
cpm de L (radiactividad que no ha entrado en el gel/2> + banda A’ + banda L =
— 22566 + 2108 + 297271 321945 cpm
actividad específica para H 291446 cpm/<3.17 x íO’~> moléculas —
— 9.19 x 1011 cpm/molécula
actividad específica para L = 321945 cpm/(3.17 x ~Q~5>moléculas
— 10.15 x 10’~ cpm/molécula
Considerando estos resultados, por un sencilla regla de tres calculamos el número de
moléculas de H y L presentes en A, A’ y 0? (no hay certeza de que corresponda a la banda
0), que serán las mismas que forman complejos con C4b.
Banda Moléculas
acomplejadas
% del total
<3.01 x l0~>
ci 3.48 x iO’~ 1.15<”
A &97 x ío’~ 2.98
A’ 2,07 x ío~’ oes
Es posible que la principal banda de alto peso molecular (0?> este constituida por
complejos a’-a’-H o a’-H-a’ (menos probables por impedimento estérico>, por lo que las
moléculas de 04b unidas a la cadena H serán dobles, el 2.3%<¡. En apoyo de esta hipótesis
se encuentra el peso molecular aparente por PAGE-SDS, el doble marcaje con 140 e 1251 y su
sensibilidad a NH2OH en los geles bidimensionales. Estos complejos serian, probablemente,
los dímeros C4b-C4b detectados por Masaki et al.’
39’ capaces de formar una C5-convertasa
en ausencia de 03.
En total, el 5.96% (2.30 + 2.98 + 0.68) de las moléculas de 04 se fijan como 04b
sobre el lO. Estos datos son superiores a los aportados por Campbell et al.’221’ (1-2% de
complejos 04b-H) calculados por otro procedimiento, y más ajustados a los de Cooper, N. R.
& Múller-Eberhard, H. J.<~11 (2-8% de las moléculas de 04 se unen a inmunoagregados>.
Estos resultados se verán confirmados por posteriores estudios densitométricos <‘vs>.
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4. C4A Y C4B: DOS MOLECULAS CON ALTA HOMOLOGíA Y
REACTIVIDADES DIFERENTES.
Los dos Isotípos de 04 presentan una homología de secuencia del 97%, tanto a nivel
proteico como genético. Desde su descripción, numerosos trabajos han tratado de dilucidar
las posibles diferencias en los mecanismos de acción de
1 2 3 ambos grupos de proteínas. Estos estudios se han
dirigido en tres direcciones diferentes:
1. La descripción de las bases moleculares,
— realizada por Roos et al.I¶MJ en geles de bajo
entrecruzamiento, sentó las bases de posterioresinvestigaciones al facilitar la diferenciación isotípica.
Q451
— 2. Estudios de actividad hemolítica frente a
eritrocitos de carnero sensibilizados.
3. Experimentos bioquímicos que determinaron
la reactividad de ambos grupos proteícos.
Con estas premisas, decidimos su investigación
en nuestro sistema experimental. Comenzamos
poniendo a punto la técnica electroforética de Roos et
— al. (111.6.3.2) como herramienta para diferenciar los dos
Figura 4.19. Elactroforasls por .1 método de isotipos. Esto nos permitió excluir mutuas
Roos. 1.c4AB: 2. c46: 3. C4A. contaminaciones. La leve diferencia en peso molecular
aparente, unos 2 Kd, entre las cadenas a de C4A y 046
se pone de manifiesto en la figura 4.19. La banda superior de la calle 2 (C4B) tiene una
movilidad electroforética menor que la misma banda en la calle 3 (04A>, y ambas, se
superponen en la calle 1 (04A6).
4.1. DETERMINACION DEL NUMERO DE MOLECULAS ACTIVAS DE LOS ISOTIPOS
DE C4.
Partíendo de C4A3 (0.9 mg/mL> y 0461 (0.6 mg/mL), se realizan estudios hemolíticos
(111.6.1.3) con el fin de concretar el distinto comportamiento de los isotipos sugerido por otros
grupos.
Los resultados de los ensayos hemolíticos para 04A (tabla 4.6> y 046 (tabla 4.7> se
ajustan por método de los mínimos cuadrados considerando como base molecular la teoría
del “one hit” <íuí.e.í>. Las rectas de regresión son:
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z = 0.12 ng - 2.52; r — 0.999 para 04A y
z = 0.42 ng + 0.02; r = 0.985 para C4B
representadas en las figura 4.20.
Tabla 4.6. Ensayos henioliticos de C4A.
Dilución ng A414 A41~ y z
i:io~ 225 HT HT - -
1:6x10
3 45 HT HT - -
1:10 22.5 0.579 0.531 0.931 2.68
1:2x104 11.2 0.463 0.415 0.728 1.30
1:5x104 4.5 0.268 0.220 0.386 0.49
i:1o5 2.25 0.164 0.116 0.203 0.23
1:2x101> 1.12 0.103 0.055 0.096 0.10
l:5x100 0.45 0.075 0.027 0fl47 005
1:100 0.22 0.070 0.022 0.038 0.03
HT-Hemolisis total; A
414-absorbancia a 414 nm; A4140-absorbancia a 414 nm
corregido el fondo. Fondo: 0.048; Hemolisis espontánea: 0.016; Hemolisis
total: 0.618.
Tabla 4.7 Ensayos hemoliticos de C4B.
Dilución ng A414 A414, ~ ~
í:ío
3 150 HT HT - -
1:5x103 30 HT HT - -
í:ío~ 15 HT HT - -
1:2x104 7.5 0.525 0.467 0.819 j
71Ñ0
1:5x10
4 3 NO NO NO ND
1:10~ VS 0.325 0.277 0.486 0.66
1:2x105 0.75 0.201 0.153 0.268 0.31
1:5x105 0.3 0.146 0.098 0.172 0.19
1:106 0.15 0.080 0.032 0.056 0.06
HT hemolisis total; NO - no determinado; 414 - absorbencia a 414 nm.; A
4140
- absorbencia a 414 nm. corregido el fondo; NC - no considerado en el ajuste de
la recta b. Fondo: 0.048; Hemolisis espontánea: 0.016; Hemolisis total: 0.618.
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4.11. Ensayos hemolíticos de los isotipos de 04. A/ C4A; B/ C4B
Aplicando a z el valor 1 obtenemos, por interpolación en la gráfica, 857 y 2.32
nanogramos, para C4A y 048, respectivamente. Como z= 1 determina, como promedio, una
lesión por célula, el número de nanogramos corresponde al número de hematíes lisados en
el experimento (3.75x100>.
Ajustando los cálculos para el número de moléculas hemolíticamente activas por mg
de proteína, resultan 9.37x1013 <C4A> y 1.49x10’4 <048). Las moléculas de C4B son 3.69
veces más eficaces en la lisis de eritrocitos que las de 04A, datos que se corresponden con
los obtenidos por Schifferli et al.t1992~~ (valores entre 3.2 y 3.7) e Isenman, D.F. & Young,
J.RY0’ (C4A:048, 4:1>. Hemos detectado variabilidad en nuestros experimentos,
encontrando, a veces> resultados más coincidentes con Law et al.’1961 <C46:04A, 2:1),
dependiendo de las preparaciones de 04 y, probablemente, del estado de los eritrocitos de
carnero. A pesar de todo, siempre 046 es más activo hemolíticamente.
4.2. LOS ISOTIPOS DE C4. C4A Y C4B. FORMAN COMPLEJOS
ELECTROFORETICAMENTE DIFERENCIABLES.
4.2.1. Geles de poliacrilamida de bajo reticulado permiten la diferenciación de los
complejos formados con C4A de los de C48.
Experimentos, ya comentados, verificados a finales de los años 70 por Roos et alYIMí,
permitieron diferenciar los isotipos de 04 mediante geles de bajo reticulado. Siguiendo esta
metodología l1I.6.3.2), realizamos geles al 10% de los complejos de interacción con iodo[1-
~4CIacetamida-C4A, iodo[1-14Clacetamida-C4B y iodoll-14Clacetamida-04A6 que pueden
compararse con ensayos cargados en un gel tradicional en la figura 4.21.
En la calle 4 (04A) se observan 5 bandas de alto peso molecular (complejos de
interacción), además de las correspondientes a las cadenas <3 y y de 04, H y L del anticuerpo
y el antígeno (ayA>. Cuando se compara con la calle 1, se aprecia un desdoblamiento de la
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formados entre ellos y la IgG son electroforéticamente diferenciables en geles de bajo
entrecruzamiento: C4A, con dos bandas nítidas LI y II>, y 048, con una nítida LI> y otra difusa
(III>.
Para comprobar la naturaleza de los enlaces covalentes entre iodo[1-140)acetamida-
04b (de ambos isotipos> e IgO realizamos PAGE-SOS bidimensional en geles de bajo
reticulado, con una segunda dimensión posterior al tratamiento con NH
2OH (111.6.3.3).
La fluorografía para 04A (figura 4.23.A> demuestra que un mínimo porcentaje de
todas las bandas estudiadas sale fuera de la diagonal a la altura de la cadena a’ de 04b,
sugiriendo la formación de enlaces resistentes a NH2OH (amidas> ; mientras que en la
correspondiente a 046 <figura 4.24.A), la mayoría de la radiactividad se detecta al nivel de
a’ en todas las bandas menos en E, indicando enlaces éster. Esta reactividad diferencial había
sido demostrada en ensayos con glicina y glicerol’
196’02’ y en experimentos de interacción de
C4b con eritrocitos’1971. En un trabajo previo de nuestro laboratorid2821 con 04A6 se había
obtenido un 33% de enlaces sensibles a NH
2OI-I, lo que estaría de acuerdo con los datos
aportados aquí con isotipos separados. Posteriormente, Kishore et al»
951, estudiando la
formación de complejos con lgG en fase fluida llegó a los mismos resultados.
Todas las bandas de alto peso molecular permanecen en la diagonal cuando los
complejos son O4Ab-lgG, mientras que son desplazadas a la altura de a’ en los C4Eb-lgG.
En la cuantificación densitométrica (figura 4.23.6 y 4.24.6> de las bandas
diferenciales, II (en C4A> y III (en 046>, solamente el 2% de la radiactividad queda fuera de
la diagonal en II, mientras que en III, el porcentaje se eleva al 66%, incrementándosea 90%
por incubación con NH
2OH más prolongada <recuadro de la figura 4.24.A>. Esto nos hace
suponer que 046 forma exclusivamente enlaces éster y que el porcentaje de complejos que
se mantenían en la diagonal era causa del efecto incompleto del tratamiento con NH2OH,
remarcado en las bandas mayoritarias, quizá porque la proteína se encuentra más
compactada.
4.2.2. La banda A de los geles de Laemmli es el origen de los dobletes en los geles
de bajo reticulado <Roosl.
Se hacía necesario confirmarque la banda A verdaderamente se desdoblaba. Para ello,
partiendo de dos ensayos de interacción con iodo[1-’4Olacetamida-048 se desarrolla unaPAGE-SDS en geles de Laemmli al 7.5% (lll.6.3.1>. Dos zonas de 0.5 cm conteniendo las
bandas A y B son eluidas del gel Oíí.6.s.4, precipitadas con acetona y cargadas
posteriormente en un gel de bajo entrecruzamiento al 10% (11l.6.3.2).
Claramente se observa que las bandas ly III proceden de A <figura 4.25), mientras que
la banda IV se corresponde con B <figura 4.26). En ambos casos se aprecia a’ desprendida
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En un experimento paralelo, se eluyen los
complejos (lll.6.3.4) con bicarbonato amónico, se
separan en dos alícuotas, se liofilizan y una de
ellas se trata con NH2OH QII.6.3.3>. Luego, ambas
se cromatografían en una columna de Superdex
75 H/R 10/30 en un sistema FPLC <lll.9.2.2).
En la gráfica 4.29 advertimos que tras el
tratamiento con NH2OH ... 4 parte del pico
radiactivo (a’4~-L, —) se desplaza hacia la ?ona
del volumen de exclusión, indicando que un
péptido de bajo peso molecular se ha desprendido
del complejo. Para comprobar que el fragmento
pertenece a la cadena a de 04 y no es fruto de
una rotura secundaria del reactivo sobre L
(aunque no se observa radiactividad inespecífica
en la figura 4.27), sometemos el péptido liberado
a un análisis de secuencia radioquimica. Aparece
radiactividad en el segundo ciclo, señalando que
la rotura tripsinica se produce en un enlace dos
residuos anterior a la iodo[1-
14olacetamida-Cys
(figura 4.29. recuadro interior). Al comparar con
la secuencia conocida’118’ . . .LLRLPR-
GCGEOTMIYLA... los datos son
compatibles con la escisión en el enlace
Arg-Gly.
Como control, se verifican los
mismos experimentos con el complejo a<-
H extraído del gel (figura 4.30). El péptido
liberado por NH
2OH eluye en las mismas
fracciones y tiene ¡a misma secuencia
radioquimica (figura 4.30. recuadro interior>
que el procedente de a~<-L.
a -HTHY
31
.,irr.....TRY
±1 B
flgura 4.27. PAGE-5D5 dolos complejos c4b-I~G
direridos con tripaina. Al Flectrotoresis: 1. C4b-
lgG; 2. Control con lC~C1 en ausencia de C4. 8/
Fluorogreffa: 1. C4b-lgO; 2. Control.
Figura 4.28. Análisis densitométrico lineal de los
Todos estos datos sugieren complejo. a’-L y a’-H.
fuertemente la formación de un enlace
covalente entre la cadena a’ de 04b y la cadena L de la lgG de conejo en la activación de la
VC por lO. Aunque no se pueden descartar completamente roturas secundarias por NH2OH
en las dos cadenas de la IgO, con marcaje inespecífico dos residuos detrás, parece poco
probable que esto pueda ocurrir. No hemos podido localizar en la secuencia de las regiones
constantes zonas con estas características (enlaces Asn-Gly próximos a Cys>. Estas premisas
12 A 12
66
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se verán corroboradas por los experimentos del punto 6.
90mp!eios C~..Bb-l~ digeridos con tripeina.
_________ &pstsx 73
700
U0
500
E
ft400
300
200
100~
-‘..~.
10 20 30 40 50
Frscc~onos (CA mnL)
Figura 4.29. complejo a~’-L. Filtración en Superdex 75 del complejo a~~’-L sin tratar ( ) y después
del tratamiento con NH~0H ( . . .). Recuadro interior: secuencie radioqulmica del péptido liberado.
Complejos O4Bb-H dIger~~os con tIlpaina
Supordos 75
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Figura 4.30. complejo tn’~H. Filtración en Superdox 75 del complejo u~’-H sin tratar ( —) y después
del tratamiento con NH,OH ( • .). Recuadro interior: secuencio radioqulmica del péptido liberado.
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6. DETECCION Y CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS
COVALENTES ENTRE a’ DE C4b Y EL DOMINIO Cy3 DE LA lgG.
6.1. IMPLICACION DE UN FRAGMENTO DE 2.5 Kd DE LA CADENA a’ DE C4b.
6.1.1. Digestión pepsínica de los compl~os.
Una vez conocida la formación de complejos 04b-H. se imponía precisar el dominio
responsable de dicha interacción, ya que Oampbell et al.129’~, en un trabajo realizado con una
mezcla de 80% de complejos con F(ab>’
2 y 20% de lO completos, indicaban la unión a la
región Fd, sin considerar implicada la cadena L. Para ello, complejos iodo[1-’4Clacetamida-04b-lgG, formados durante la activación de la VC, son digeridos con pepsina cííí.s.í.í>, que
fragmenta la lgG en la región F(ab>’
2 (cadena L, VHS Oyl y región bisagra) y el pFc’(semejante
al dominio Cp’S, ver 1.5>. Tanto el sobrenadante como el precipitado se cargan en una PACE-
SDS en gradiente del 6-18% (lll.6.3.1>.
El análisis fluorográfico (figura 4.31> revela, en los ensayos (O4b~lC*C1>
correspondientes a los precipitados-calles 1 (04A>, 3 (C4AB> y 10 (046>-, una ancha banda
radiactiva a la altura de 31 Kd (Fd + L>, que se insinúa tenuemente en los controles (calle 6:
01*10, sin C4; calle 9: 04*10, sin Cl) y no se detecta en los complejos no digeridos (calle
5- saturada por excesiva exposición>. Al encontrarse marcada, debe pertenecer a un pequeño
fragmento pepsínico de la cadena a’ de 04b unido a L y, probablemente, a la región Fd
(complejos apep’-L y Upep’~Fd), como se discutirá más tarde llV.7.2).
Al comparar los pocillos correspondientesa los sobrenadantes control (calle?: Cl *1c,
calle 8: 0410>, en los que aparece una banda radiactiva de 12 Kd correspondiendo al pFc’
marcado inespecíficamente por el exceso de iodo(1-14Ojacetamida-iodoacetamida no
eliminada completamente en los lavados, con los ensayos (calle 2: C4A; calle 4: 04A6; calle
11: 046>, sorprendentemente, dos bandas extras, de 67 y 14 Kd se hacen patentes. La
primera coeluye con la cadena B de 04 (lo que indicaría su resistencia a la digestión por
pepsina en nuestras condiciones y su capacidad de captación de radiactividad de forma
inespecifica>, y la segunda podría estar formada por el mismo fragmento pepsínico de la
cadenaa’ de 04b (a~
0~’) queformaloscomplejosa~69t-Lya~,~~’-Fd,pero enlazadoal pEc’ (a~,~’-pFc’).
Otra banda con marcaje inespecífico se manifiesta a 45 Kd (OVA>. La radiactividad
justamente por debajo de la OVA no pudo ser asignada, quizá corresponda a dicha molécula
que haya perdido un pequeño fragmento durante la digestión.
Es interesante hacer notar que en los ensayos con 046, la cantidad de 04 utilizada
fue el doble que en los otros porque se había sugerido que su unión a lO era menor que la de
1991
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Figura 4.31. Autorradiografla de los complejos de interacción digeridos con pepsina. 1 3 10: precipitados
de los complejos de interacción formados con c4A, C4AR y c46, respectivamente; 2-4-11: sobreríadantes de los
ensayos anteriores con c4A, c4As y ~4B~ 5-ensayo de interacción sin digerir con pepsina; 6-7: precipitado y
sobrenadante de ensayos en ausencia de C4; 8-9: sobrenadante y precipitado de ensayos en ausencia de Cl -
6.1.2. Digestión pepsínica de C4: cinética.
Diseñamos el experimento para descartar que la banda de 14 Kd corresponda a un
fragmento de 04b que quedase atrapado en la red de lO y se liberara al sobrenadante tras la
digestión pepsinica. lodo[i-’4C]acetamida-C4 1111.71 es sometido a una cinética enzimática
recogiendo alícuotas a distintos tiempos de la digestión pepsínica <Ill8.1.21, que,
posteriormente, se cargan en una PAGE-SDS en gradiente del 6-18% <figura 432).
Dos aspectos son significativos:
1. Las cadenas ay y sufren una degradación muy intensa con la aparición de múltiples
fragmentos de tamaño decreciente a lo largo de la incubación.
2. fA apenas es digerida en nuestras condiciones de estudio. Este dato confirma la
posibilidad de que corresponda a la banda radiactiva de 67 Kd en la figura 431.
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digeridos con pepsina. Una vez separados sobrenadante y precipitado, se desarrolla una
PAGE-SOS bidimensional en gradiente del 6-18% con la segunda dimensión tras el
tratamiento con NH2OH (llí.6.3.3í. Oomo control, se procede de la misma manera, pero
sustituyendo la NH2OH por tampón de muestra electroforética.
NH2OH
A B
UJ3lb
3-a
o
a ti ti
Ma
a
C D
o
o
3- ya-
311 e=a-
Figura 4.34. Fluorografie de la PAOE-SDS bidimensional de los complejos lodolí ‘
4clacetammda C4Bb lgG
digeridos con pepsina. A-c: sobrenadante y precipitado controles sin NH
2OH: B-D: sobrenadante y precipitado
después del tratamiento con NH2OH.
El análisis fluorográfico detecta:
- en los sobrenadantes ensayo (figura 4.34.6> una sensible pérdida de marcaje de la
mancha de 14 Kd con respecto a su control (figura 4.34.A). La reducción del marcaje
inespecifico en relación con la primera dimensión es difícil de explicar. Quizá el exceso de
iodo[1-’
4Clacetamida que acompaña al pFc’ no se encuentre covalentemente unido a Cys,
sino simplemente sea arrastrado por él durante la electroforesis. Si es así, al incubarse
durante más de 2 h la tira del gel para realizar la
2a dimensión, se desprendería. Otra
posibilidad, es que un fragmento de muy pequeño tamaño de 04 se uniera al pFc’,
liberándose con NH2OH. Este supuesto complejo estaría enmascarado en la banda de 31 Kd
por ser muy ancha.
- cuando los precipitados ensayo (figura 4.34.D> se comparan con el control (figura
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4.34.0>, una gran reducción en el marcaje se aprecia. En este caso tenemos un claro
elemento de referencia que nos demuestra la eficacia del tratamiento: en los dos geles la
banda de 45 Kd (OVA) no altera su radiactividad.
El conjunto de datos sugieren la formación de complejos a9~,’-L (posiblemente a~>,’-Fd>
en el precipitado y a~,~’-pFc’en el sobrenadante, con la liberación, por NH2OH, de un péptido
de 2-3 Kd de la cadena a’ de 04. No podemos descartar que el péptido de 2-3 Kd provenga
de una rotura secundaria por NH2OH en las dos cadenas de la lgG (cadena L y Cv3) y sea el
mismo liberado por ambas cadenas en los experimentos de digestión tríptica (lv.5í.
6,1.4. Caracterización y purificación de un péptido radiactivo de 2.5 Kd en iodoLl-
‘4C]acetamida-C4 digerido con pepsina.
El paso siguiente parecía claro. Era necesario determinar si el péptido pepsínico de
iodo[1-140]acetamida-O4tenía 2-3 Kd. lodo[1-1401-acetamida-04(ílí.7) se digiere con pepsina
C4 digerido con pepsina.
Blagol ¡>4
1000 C
‘a —o>
0Sao g
E”0 t a a
1 2 $ • 2 2 7 2 21•O. Redduos400
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~0 10 20 SO - 40
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Figura 4.35. Perfil cromatográfico de 14c-c4 digerido con pepsina en un Biogel
P4. Recuadro: secuencia radioqulmica del pico. V
0:Vol.de exclusión:V1:Vol.
total.
(lIl.S.1.2) durante 24 y 48h.
Luego se realizan dos
pasos cromatográficos de
purificación previos a la
secuencia radioquimica.
- filtración en gel
en Biogel P4 con un
volumen de exclusión (V0>
de 4 Kd (IILS1>. En el perfil
cromatogréfico <figura
4.35) se observa un
ancho pico radiactivo
dentro del volumen de
exclusión de la columna,
que al compararse con el
volumen de elución del
glucagón (3 Kd> nos
permite asignarle 2.5 Kd <¿ es el péptido liberado de los complejos por NH2OH 7>.
100 pL de las fracciones que eluyen entre 17 y 24 mL. se mezclan y liofilizan, para
ser sometidas a secuenciación radioquimica (recuadro interior de la figura 4.35). El análisis
de la secuencia nos aporta dos ciclos marcados, el 4 y el 7, indicando la presencia de al
menos dos péptidos pepsínicos distintos de la cadena a, de un peso molecular similar. Estos
datos coinciden con los aportados en nuestro laboratorio para 03 en la misma zona de la
molécula~
2861. Trasladados los resultados a las secuencias conocidas, las roturas en 04
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(—GVASL...LRL...PRGC~GEQTMl ) se producen en los enlaces Leu954-Leu595
y Leu987-Pr&08, mientras que las de 03 ( RLKHL...IVT...PSGCREQNMI
ocurren entre la Leu’003-lle’0~ y Thr’006-Prot00T.
- fraccionamiento por HPLO. Con intención de estudiar el grado de heterogeneidad,
iodo[1-’4olacetamida-04 es nuevamente digerido con pepsina. Una alícuota es
cromatografiadaen el Biogel P4,
mientras que el resto se
redigiere 24 h más (total 48 h>.
La fracción cromatografiada es,
a su vez, subdividida en dos
partes antes de liofilizarse: una
de ellas se secuencia
radioquimicamente y la otra se
repurifica en una columna
pBondapak 018 en un sistema
HPLC <ííí.9.í.2J. El perfil
cromatográfico (figura 4.36>
muestra el desdoblamiento del
pico inicial del Biogel P4 en 4
picos radiactivos, que se
MPLC d. 140-04 dlle!Wo.con P!P’1fl.
500 100.
no go
no u
E
cASO .3
u
-u 40 f
1.00
O lo 20 50 40 - 80
ng.
Figura 4.36. Perfil cromatográfico de pBondapak CíS en un sistema
HPLC de los péptidos radiactivos del Biogel P4 (figura 4.35>.
analizan por secuencia radioquimica (figura 4.37). El pico 1, que aparece excluido en la
cromatografía, no presenta radiactividad en los 15 ciclos analizados, estimándose como
iodo[1-14Olacetamida libre.
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Resíduos Reelduos
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= u
a.
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100 100
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1 * 3 4 ~ a o ío 2 3 4 8 6 a • 10
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Figura 4.37. Diagrame de la secuencla radioquimica de los picos obtenidos en la figura anterior.
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Figura 4.38. Hipótesis de la secuencia de digestión
pepslnica de “c-c4 en la región del tioéster.
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Figura 4.39. Diagrama de la secuenciación radioqulmica
de ‘4c-c4 digerido con pepsina. 24 h (blanco>; 48 h
(negro>.
El pico 2 presenta marcaje en el ciclo
4 (enlace hidrolizado Leu-Pro>, mientras que
los picos 3 y 4 lo hacen en el ciclo 7 (enlace
Leu-Leu), concordandoconel marcaje global
obtenido antes de la recromotagraf(a,donde
la mayor radiactividad corresponde a la
posición 7 (figura 4.36, recuadro interior>.
Deducimos por lo tanto, una heterogeneidad
en la rotura por pepsina de la cadena a en la
región que contiene el tioéster, tanto en el
N-terminal como en el 0-terminal. Si los tres
picos correspondieran a solamente tres
péptidos distintos, podría establecerse un
orden de prioridad en la digestión (figura
4.38): un fragmento mayoritario, largo, con
marcaje en 7 (posiblemente el péptido del
pico 4 que por su elución podría ser más
grande que el del pico 3) que daría lugar al
corto con marcaje en 7 (pico 3), para en la
digestión completa quedar reducido al más
corto (pico 2>. Todo quedaría invalidadosi el
pico 2 contuviera más de un péptido
radiactivo, no pudiéndose diferenciar su
longitud O-terminal.
Como conclusión, la pepsina, en
nuestras condiciones de trabajo, produce al menos tres roturas alternativa tanto a nivel N-
terminal como O-terminal que desaparecen después de redigerir 24 h más (figura 4.39>,
generando un péptido más corto con el residuo del ciclo 4 radiactivo.
6.2. IMPLICACION DEL DOMINIO Cv3 DE LA lgG.
6.2.1. Purificación y secuencie radioquimica del péptido liberado por NH
2OH de los
complejos formados en el precipitado y el sobrenadante de las digestiones pepsínicas de los
iodo(1 -140]acetamida-C4Bb-lgG.
Conocido el fragmento a~
6~’, considerábamos oportuno estudiar si formaba parte de
los complejos de interacción tras la digestión pepsínica. Las muestras obtenidas en el
apartado lv.6.1.1 con 046, independientementeel sobrenadantey el precipitado, se someten
a una filtración en gel en Biogel P4 <íll.3.s.1). La columna fue previamente calibrada con OVA
(45 Kd) y DNP-Lys (SigmaR>.
El perfil radiactivo del sobrenadante (figura 4.40> muestra: a> un pico en el volumen
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de exclusión (V0> que
contendrá a~,,’-pFc’. pPc’
(banda de 12 Kd> marcado
de forma inespecífica, asi
como la banda de 67 Kd
(cadena 13>; b> un ancho
pico con fragmentos de a’
(eluyen entre 18-23 mL,
como aparece en la figura
4.35 > y posibles
complejos entre péptidos
del 0y2 y aPW (VE = 14-
18 mL>; c> un pico
estrecho de iodo[1-
‘
4Olacetamida libre (VE =
24-25 mL>, que se
Sobrenada te digerido ~ pepsina.
2300
.2000
VII
o. 1’
~ 1000
300
0- 10 20 20 40
mL
Figura 4.40. Biogel 1>4. cmmatosrafla de 0’-pFc’. Previo el tratamiento con
NH,OH.
adelanta al volumen total (VT> porque la DNP-Lys interacciona levemente con el gel,
retardando su salida.
En el precipitado, solamente aparece un pico con radiactividad, constituido por la
banda de 45 Kd <OVA) y los complejos a’-L/a~.
1,’-Fd.
Las fracciones radiactivas (aF,.P’-L/a,.P’-H, en el precipitado y, a~~’-pFc’ más la cadena
13 y OVA, en el sobrenadante> obtenidas en V0 (entre 9 y 13 mL. gráficas 4.40 y 4.42 línea
punteada>, se liofilizan y
se tratan con NH2OH para
recargarse,
subsecuentemnete, en la
misma columna. Como
esperábamos, un nuevo
pico radiactivo (fragmento
escindido por NH2OH>,
aparece con un VE = 18-
23 mL (figuras 4.41 y
4.42 línea continua>.
Estos dos picos coinciden
con el del péptido
procedente de la cadena a
de 04 pepsinizada (a~6~’),
un argumento a favor de
Sobrenadante digerido con ~
Blage ¡>4
¼
1000 9
Izo
800 3
wa geE ~ 12145•TdhiGO. ciato no
U 400
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9
O t7~2~•-’-~10 2020 40
mL
Figura 4.41. Biogel 1>4 cromatografía de a’~~-pFo’. Tras al tratamiento con
NH2OH. Recuadro: secuencia radioquimica del pico liberad
su pertenencia a 04 (figura 4.35).
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Precipitado digerida con pepsina.
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Figura t42. Biogel P4. cromatografía de a~’-L/Fd. (. • 1: Antes de tratar con
N>-J,OH; 4——--> Tras tratar con PJH
2OH. Recuadro: secuencie.
Su secuencia
radioquimica reveló
radiactividad únicamente
en el ciclo 4 (figuras 4.41
y 4.42, recuadros
interiores>, pero no en el
7. Al comparar el perfil
cromatográfico de las tres
gráficassolapadas(figuras
4.43>, se aprecia como el
pico mayoritario de
a~6~’(línea continua) se
adelanta ligeramente a los
otros dos, que coeluyen,
indicando la presencia de
péptidos de mayor peso
molecular (marcados en posición 7>. La ausencia de radiactividad en el ciclo 7 en los péptido
Bioge
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mL
Figura 4.43 Solaparníento de las filtraciones en gel de las gráfIcas 4.35, 4.41
y 4.42. 4——): o,,,’; 1 ) a,~, L/Fd; <---1: a,,,’-pFc’.
liberados por NH2OH de
a~.~’—pFc’ y ap,p’-LIaj,01,’-Fd
se deberá, posiblemente,
a una mejor accesibilidad
del enzima sobre C4b
anclado a la superficie del
lo.
No es descartable
que los péptidos liberados
provengan, en el
sobrenadante, de roturas
secundarias en la cadena
13, y en el precipitado, de
un péptido de la banda de
45 Kd. No hemos
encontrado, en las respectivas secuencias, enlaces susceptibles a hidrólisis por NH2OH
próximos a Oys que incorporen el 140 por lo que esta posibilidad nos parece poco probable.
Que el péptido pepsinico de 2.5 Kd desprendido por NH2OH de ap,p’ ~pFc’ y a~6~’-LIFd
es un fragmento de la cadena a’ con el tioéster incorporado se deduce de las siguientes
premisas:
- eluye en la misma posición que aP«F,’ por filtración en gel (figura 4.43).
- incorpora iodo[1 4Clacetamida, que por secuencia radioquimica aparece en el ciclo2 (digestiones con tripsina, figuras 4.29 y 4.30, recuadros interiores) o en el ciclo 4


En el perfil cromatográfico (figura 4.46) se dibujan dos picos estrechos y nítidos (1 y 
II), de 50 y 24 Kd, que por PAGE-SDS en gradiente del 6-l 8% 
(figura 4.46, recuadro interior) corresponden al F(ab)‘,, 
F¡¡WS 4.48. Perffl crc,,,,a,o<lráfifo en Superdd~x 75 de fas diiestkmes 
papshicas de bs compl+s “C-C46b-IgG. t-1 dDm: Ie . * 1 A,,,: 
Recuadra interior: PAGE-SDS de los picos I y II. 
Figura 4.47 Solapamiento de 
PAGE-SDS y Huarografía del 
pia0 II del Superdex 75. 
desdoblados en L y Fd (1) 
al ser en condiciones 
reductoras, y al pFc’ (Il). 
Junto a ellos, una serie de 
picos con péptidos del 
CY de bajo peso 
molecular, que se 
aproximan al V, de la 
columna. El análisis 
radiactivo de las 
f r a c c i 0 n e s 
cromatográficas nos 
define 4 picos: 1. eluye en 
la rama ascendente del de 
50 Kd; II. eluye una 
fracción delante del de 28 
Kd; III. muy mayoritario, 
anterior a la zona de 
absorbancia, con un 
Figura 4.48. Rscromatograffa en Superdex 75 del pico II. t-1 despubs 
del tratamiento con NH,OH: ( . . . 1 previo 81 tratamiento con NH,OH: 
Recuadro interior: secuencia redioquimico del ,~ico desplôzsdo. 
hombro al final del pico principal 
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Picol. .tratadc..con hidraxilamina
Supndex7S
u
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Frácciones (0.4 mL
Para comprobar si
II es el complejo Upsp’~
pFc’,200 pl de las
fracciones 26-29 se
mezclan, se dividen en
dos alícuotas y se
liofilizan. Con la primera
de ellas se desarrolla una
PAGE-SDS en gradiente
del 6-18% (figura 4.47).
En azul se tiñe el pFc’,
mientras que en negro,
2 lCd por encima, se
aprecia la banda a~’-
pFc’.
Figura 4.49. Reeromatografla en Superdez 75 deI pico 1. <—) después del
tratamiento con NH,OH; <. . 4 previo al tratamiento con NH2OH;
recuadro interior: secuencia radioqulmica del pico desplazado. La segunda
alícuota, después de ser
tratada con NH2OH, se recarga en la misma columna (figura 4.48>. El 70.5% de la
radiactividad se desplaza a las fracciones 37-44. La secuencia radioquimica (figura 4.48,
recuadro interior> con marcaje en el ciclo 4, nos afirma que se trata del mismo péptido
liberado en IV.6.2.
Como control y confirmación de la formación de complejos a.~’-F(ab>’2, se repite la
experimentación con el pico 1 (figura 4.49>. Los resultados son semejantes a los anteriores.
El 80.4% de la radiactividad se desplaza a las fracciones 38-44 y el análisis radioquímico
muestra marcaje en el ciclo 4 y muy levemente en el 7.
De estos datos se deduce la formación de complejos de interacción entre 04B
(extrapolables a C4A por la figura 4.31> y la lgG de conejo tanto en la región F(ab)’2 como
en el dominio Oy3.
7. COMPLEJOS DE INTERACCION CON OTRAS ZONAS DE LA IgG.
7.1 ESTUDIOS PREVIOS DE UNION DE C4 AL DOMINIO 0y2.
Al comparar el número de dpm de los sobrenadantes de las digestiones pepsínicas de
los ensayos de interacción con las dpm correspondientes al complejo apep’-pFc’ (banda de 14
lCd en la gráfica 4.31>, notamos una gran diferencia. En principio la asignamos a péptidos de
la cadena a’ de C4Bb atrapados en la red de lO o desprendidos del complejo durante la
digestión, pero al analizar los perfiles cromatográficosde las figura 4.40 y 4.46, observamos
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Pico lii tratado con bidra~amina.
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que el último pico
radiactivo no elula en las
mismas fracciones que
Entonces decidimos,
mezclar 50 pl de las
fracciones 30 a la 34
(figura 4.46), liofilizarías y
analizar su secuencia
radioquimica (figura 4.50,
recuadro interior>. Como
esperábamos, el marcaje
fundamentalmente
aparece en el ciclo 4,
aunque es sensible el ciclo
7.
Figura 4.50. Recromatografla en Superdex 75 del pico III. (—1 después
del tratamiento con NH2OH; U’ • 1 previo al tratamiento con NH,OH.
Recuadro interior: secuencia radioqulmica de una mezcla de las fracciones Como estos datos
podían ser el preludio de
nuevos sitiosde interacción, mezclamos las fracciones 30-45 y tras su liofilización se trataron
con NH2OH (figura 4.50>. Se advierte un desplazamiento de la radiactividad desde las
fracciones 30-45 hacia la 34-45 (volumen de elución de los picos 1 -figura 4.48- y II -figura
4.47- desplazados por NH2OH), aunque los dos picos permanezcan solapados (el tratado y
sin tratar>, sugiriendo la presencia de complejos entre u,,,,,’ y péptidos de pequeño tamaño.
En este punto de la investigación, no podemos precisar con exactitud si pertenecen a la
degradación pepsínica del dominio O}’2 o por el contrario son péptidos de degradación del
pFc’. En el siguiente apartado veremos que esta posibilidad es improbable pues la cantidad
de radiactividad desplazada es mayor que la formadora de enlaces a,,0,,’-pFc’. Por otro lado.
hemos iniciado experimentos de digestión con papaína, no mostrados en este trabajo, que
indican que el marcaje de los supuestos complejos a,,8,,’-Fc (dominios 0y2+0y3+región
bisagra) es mayor que el de a,,~,’-pFc’. Estos trabajos se completarán con el aislamiento del
dominio
0y2 por doble digestion: plasmina <obtención del fragmento F(acb>) y papaína
(F(ab) + C~’2>. Tampoco es probable que se trate de un péptido de a’ hidrolizado por NH
2,
ya que el punto de rotura peptídica entre la Asn
1318-Gly1319 se encuentra alejado más de 300
residuos de la zona del tioéster que incorpora el marcaje.
7.2. UNION A LA REGION Fd.
Trabajos previos12811, que no consideraban los complejos 04b-L, afirmaban que 04 se
uniría a la región Fd. cuando lo que detectaban era complejos 04b-F(ab)’
2. Utilizando las
técnicas cromatográficas descritas para la separación de la cadena L del fragmento Fd en
medio ácido (1 M de ácido propiónico>’3021, en el que dimeriza el Fd, no hemos podido obtenerlos dos tipos de complejos. Quizá la presencia del Ag aumente la capacidad de agregación
RESULTADOS 109
de las cadenas del AC.
Para clarificar esta interacción, hemos diseñado una aproximación matemática, que
tiene la ventaja de aportarnos una cuantificación de la formación de complejos a lo largo de
las distintas regiones de la lgG.
En el apartado IV.5 <figura 4.28) realizábamos un análisis densitométrico en el que se
mostraba como cl 15.13% de los complejos eran u~j-L,yel84.87%. a>j-H. Según estos
datos
C4Bb-L = 15.13% y
048b-Fd + O4Bb-0y2 + C4Bb-0y3 = 84.87% (4.1>
Estudiando las
áreas del pico radiactivo II
(figura 4.48) vemos que
2124 dpm forman
complejos a,,~’-pFc’. de
las que el 70.5%
liberan por NH2OH. De
forma semejante
estudiamos las dpm
desplazadas en el pico III
(figura 4.51, área rayada).
sobre la que se hacen dos
correcciones.
Pico ¡JI tratado, con hldroxilamina
SUpsd0x73
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Figura 4.51. Figura anterior representando las áreas. En el recuadro interior se
la. Mientrasqueel NH~0H.
aprecia el reajuste para equilibrar las áreas antes y después de tratar con
área del pico III previo al
tratamiento con NH2OH corresponde a 19565 dpm, después de
utilizar el reactivo, desciende a 1 5642. Para equilibrar ambos
valores, se diseña un triángulo semejante al del área tras el
tratamiento,pero con 19565 dpm. considerandola relación área
sin NH2OH/área tras NH2OH = 19565/15642 = 1.3435. Su raíz
cuadrada nos proporcionada la razón de los lados, 1.1591, que
nos permite dibujar un nuevo triángulo (figura 4.51. recuadro
interior). El cálculo del área desplazada (...ABED> se verifica
como sigue (figura 4.52):
siendo áLJEC el solapamientode áABC y aFEO, ....ABED
5 0
E
Figura 4.51. Esquema para el
es ladiferenciaentre áABC y el aDEO, correspondiendoa 8385 oálctilodelaedpmliberedaapor
NH,OH del complejo a~$-pFd.dpm.
2t Como la eficacia de la hidrólisis es del 70.5%, el número de dpm corregidas para
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el complejo a,,6,,’-Cy2 será 11893, con un cociente a,,6,,’-Cy2fa,,,,’-Cy3 = 5.6. Si sustituimos
estos valores en <4.1>, obtenemos
C4Bb-Fd + 6.6 C4Bb-Cy3 = 84.87% (4.2>
Para buscar una relación entre 046b-Fd y C4Bb-pFc’, recurrimos al densitometrado
de dichos complejos en las calles 10 (precipitado> y 11 (sobrenadante) de la figura 4.31. Los
complejosa,,0,,’-L/Fd resultan ser el 92.23% del total, quedando el 7.77% para a,,09’-pFc’, por
lo que C4Bb-Fd + C4Bb-L = 11.87 C4Eb-0y3
Como a,,.,,’-L era el 15.13%, podemos escribir
C4bB-Fd + 15.13 = 11.87 C4Bb-0y3 (4.3)
Entre las fórmulas (4.2) y (4.3) se establece un sistema de dos ecuaciones con dos
incógnitas cuya resolución es
C4Bb-Fd = 49.15% y C4Bb-0y3 = 5.41%.
Si la relación a,,.,,’-Cy2Iu,~,,’-Cy3 — 5.6, los complejos
Todos estos datos se resumen en la tabla.
C4Bb-0y2 son el 30.31%.
Tabla. 4.8. Porcentajes de fomiac¡ón de complejos.
Complejos
Con la cadena L 15.13
Con la cadena H
Fd 49.15
Cp’2 30.31
0v3 5.41
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y. CONSIDERACIONES FINALES
.
Los isotipos de 04 son capaces de formar complejos covalentes (éster con 046 y
amidas con 04A>, electroforéticamente diferenciables en geles de bajo reticulado, con
distintas zonas de la lgG OVA-antiOVA durante la activación de la VC «in vitro” con
componentes aislados.
A la vista de los resultados expuestos, pueden establecerse, con mayor o menor grado
de verosimilitud, tres hipótesis:
1. Funcional monovalente.
2. Estructural.
3. Múltiple escalonada.
1. Funcional monovalente. Consiste en la presencia de un sólo sitio de unión covalente
real, que ejerciera todas las acciones del O en la interacción con les. Con los datos de que
disponemos actualmente, no es totalmente descartable esta posibilidad. Podría existir un
aminoácido o mejor un grupo de ellos cercanos entre sí, como sitio aceptor primario,
quedando el resto de las zonas de interacción relegadas a simples uniones inespecíficas, no
funcionales, debidas a la alta reactividad del carbonilo procedente del tioéster.
Una mirada detenida a los resultados obtenidos en este trabajo (tabla 4.8). mostrando
altos porcentajes de formación de complejos en la mayoría de los dominios, hace poco
plausible esta posibilidad. Si acaso, habría que considerarla, de un modo especial, en aquellas
moléculas destinadas a la formación de las convertasas de la VC, como se discutirá más
adelante.
En el caso de que fuera correcta, es
lógico pensar, que el residuo o la zona (hay
que considerar que 048 forma enlaces éster
-figura 24.A-, pero que 04A, prefiere
amidas -figura 23.A-, por lo que no es
posible considerar un solo aminoácido en la
formación del complejo covalente> de
interacción estaría altamente conservada en
las distintas especies, pero no se
encontraría en la lgM, ya que no se
detectan complejos covalentes C4b-lgM, a
pesar de activar O por la VC130~’. Esta
premisa no es totalmente cierta, pues
podrían encontrarse los mismos residuos,
pero ser inaccesibles al carbonilo activado,
por restricciones estéricas o funcionales.
Figura 6.1. Esquema de los posibles puntos de
unteracci6n de C4 con la cadena II. Teoría funcional
monovalente.
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Al solapar las secuencias de las regiones constantes
de las cadenas H de la lgGl humana y de la lgG de conejo,
16 grupos o residuos capaces de formar enlaces éster y 9
zonas con Lys (amidas> se detectan (figura 5.1).
Igualmente, en la confrontación de las cadenas L<K)
aparecen 4 grupos Ser/Thr y solamente conservada la
Lys190. Un estudio más profundo y la comparación con las
regiones constantes de la lgM, sería demasiado complejo y
las deducciones muy aventuradas.
2. Estructural. Considerando la gran homología
tridimensional de los dominios de las inmunoglobulinas, el
Figura 6.2. Esquema de los posibles
puntos de interacción con le cadena
1. TeorÍa funcional monovalente.
sitio aceptor, podría estar constituido por una zona de estructura secundaria o terciaria
común a las distintas regiones de la lgG. Esto explicaría los múltiples complejos detectados
en este estudio, tanto en el F(ab)’
2 como en el Fc, aunque no solucionaría las discrepancias
en los porcentajes de unión.
En este punto es interesante destacar, que la predicción de estructura secundaria, por
el método de Chou, 1’. Y. & Fasman, G. Dra<?, de los isotipos de 04. revela en la zona de
diferenciación isotípica un giro I& en 04A, ausente en C4B~3~l, sin grandes diferencias en los
perfiles hidropáticos. Esto indica, que de alguna manera no conocida todavía, la estructura
tridimensional de las moléculas de 04 interviene, de forma importante, en la formación del
Tabla 6.1. Sola»amiento de las secuencias de los dominios de la IgO de conejo.
Pro-Vol-Ale-Pro4hr-Vat-Lou- lle-Ph~-Pro-Pro- Ato-Ala-Asn-Gln-Vel- Ala-Thr-GIV-Thr-Thr
CyI - Ser-Qly.Thr-Lys-Ala-Pro-Ser-Vai-Phe~Pro-Leu-AIa-Pro-Cys~Cys-GIy~Asp.Thr-Pro-Sor-$er.Tbr-Vat.
CyZ Leu-Giv-Gly-Pro-Ser-Va1-fho-Leu-Phe-Pro-Pra-Lys-Pro-Lys~Asp-Thr-Leu-Met-lle~Ser-Arg-Thr-Pro-
cya Gly-Asp-Pro-Leu-GIy-Pro-Lys-Vol-Tyr-Thr-M t-Siy-Pro-Pto-GIn-Asp-Gln-Leu.Ser-$er-Arg-Sor-Val-
.4,,,
Val- ~ Glx-Val-Asp-~ly-Thr-bp-
Cyl Thr-Leu-Gly-Cys-Leu-Val-Éys-GIy-Tyr-Leu Pra-Glu-Pro-Val Thr-Val-Thr-Trp-
- cg GIual-Th-Cys-Yel-Vel-Va!sp-Val-Ser —---Glu-Asp-Asp-Pro-Glu-Val-GIx-Pbo-Thr-Trp-
Cys Ser-Leu-Thr-Cys-Met-lle-Asp-Gly-Phe-Tyr —----Pro-ser-Asp- líe —----Ser-VaI-Gly-Trp-
4
--Val-Ser- Glx-Asp-Glv-Thr-Thr- Ile-Glx-Ser-Lys- tlo-Ser-61x-Asp-Ser-Asp-Asp-
Cyl Asn-Ser-Gly-Tbr-Leu Thr --Asp-GIy-Val~Atg-Thr-Pho-Pro-Ser-Val-Arg.Gln-Ser-$or-Gly-Leu-
cg Tyrllo-Asx-Asp-Glu------Gln-- VaLArg-Thr-Ala-Arg-Pro-Pro-Lou-Arg-Glu-Gln~Gln-Phe-Asp-Ser-
CyS Glu-Lys-Asp-Gly-tys-Ala-Glu-Asp-Asp-Tyr-LysThr-Thr-Pro-Alá-val-Leu-Asp~Ser-Asp-Gly.Sorqrp.
‘.4,,
CL Cys-Thr-Tyr-Leu-Ser-Ser-Thr-Lou-Thr-Leu-Thr,Ser-Thr-Olx.-Tyr-Asp~Ser-His-Lys-Gix~Tyr4hrcys..
cyl Yyr-Ser-Val-Pro-Ser:thr- Val-Ser- Val Ser Glx Pro-Pro Ser-Thr-Cys-
Thr- lle-Arg-Vai- Vol-Ser- Thr-Lou- Pro- lle-Thr-His-Glu-Asp-Trp-Leu-Arg-Gly-Lys-Glu-Phe-Lys-Cys
Cy3 - ~ Pro Thr-Ser-Glu Trp-Glx-Arg-Gly-Asp-Val-Phe-Thr-Cys-
4, 4 ,•,t*• 4., •, 4.
Lys-GÍv-Thr-Val-Lyt-Glx- Ser-Thr-Gly-Thr-Val- Val-GN- Ser-Phe-Asx-Arg-Cly-Asx-tys
Cyl Asn-Val-Ala Thr-Asn-Ser-Asn-Thr-Lys-Val;AsfrLys-Thr-Val- Ala-Pro- Ser-Thr- Cys-Asp-Lys-
C>’2 - ~ Pro- Ile- Glu-Lys-Thr- líe- Ser-Lys- Ala- Arg-
cys Ser-Val-Met-His-Glu-Ala-Leu-His~Asn-His~Tvr- Thr-GIn-Lys- Ser- líe-Ser- Arg- Ser-Leu- Gly
4 colocados debajo de los agrupamientos de Ser/TI-ir.
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enlace, presentando ciertos epítopos o accediendo
a zonas diferentes de la molécula aceptora.
Para verificar esta hipótesis, solapamos las
secuencias de los diferentes dominios de la lgG de
conejo (tabla 6.1>, buscando zonas estructurales
con presencia de Ser, Thr o Lys, que nos
permitieran asignar una región tridimensional de
interacción. No se localizan agrupamientos de Lys
en ninguna zona con estructura secundaria
semejante, por lo que, al menos para los enlaces
amida de 04A, la teoría quedaría invalidada.
Contrariamente, dos agrupaciones muy
notorias aparecen para Ser y Thr: una ocupa el
comienzo de la segunda lámina (3, previa a la
0ys134 en la cadena L y a las Cys’44’ 261, 367 en H
Figura 6.4. Estructura tridimensional del dominio ~
1d. Rellenado el agrupamiento Ser/TI-ir.
<numeración Eu>, formadoras de puentes disulfuro intracatenarios; mientras la otra se sitúa
en la quinta lámina 13, contigua a la anterior, y se continúa en la región de enlace con la
lámina >3 sexta (figura 6.3>. En conjunto delimitan una amplia región tridimensional como se
aprecia en la figura 6.4. Solamente la Lys
409 permanece en el interior de este agrupamiento.
176
5
15
Figura 6.3. Proyección planar de la estructura
secundaría del dominio ~y¶!3O~~Rellenados los
agrupamientos Ser/Thr.
131
xst
190<
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3. Múltiple escalonada. Las uniones se producirían al azar distribuidas por toda la
molécula gradualmente desde el punto de activación de 04. Debido a la corta vida media
(pseg> del grupo carbonilo reactivo1307 ~, la formación de complejos covalentes sería más
numerosa en las cercanías del sitio de activación. Con los resultados obtenidos en este
trabajo, parece la hipótesis más coherente. Según nos alejamos de las zonas de interacción
de Cl q con los lOs (Cy2’101>, la frecuenciacon la que encontramos complejos disminuye (tabla
4.8>.
Esta posibilidad viene apoyada por multitud de observaciones experimentales. Una
proteína altamente relacionada con los componentes del O por poseer un tioéster interno, la
a2-macroglobulina~09k forma enlaces con distintas Lys <amida) o Tyr <éster) de las proteasas
atrapadas en su interior, aunque hay preferencia por determinados residuos, posiblemente los
más cercanos tridímensionalmente al carbonilo reactivo en el momento de la
transesterificación’3101. Además, 03 forma, por activación de la VA, enlaces éster con
distintos dominios de la lgG cuando constituye lOs precipitantes’59’226’ 2871 aunque con lgG
agregada por calor (no fisiológica) solamente se detecta unión al Fd’2851, debida,
probablemente, a que la distinta configuración de la red hace más accesibles unas regiones
que otras.
No podemos olvidar, sin embargo, que nuestro sistema de trabajo es heterólogo
(humano/conejo), lo que de alguna manera podría generar zonas de interacción no reales.
Experimentos desarrollados en nuestro laboratorio~312’ siguiendo la misma metodología, pero
con suero de conejo, demuestran para 03 semejantes zonas de interacción que las descritas
aquí. Aun así, es posible, que en la lgG humana, el sitio de interacción sea único.
Para ilustrar la importancia de la distancia a la superficie aceptora, recordamos las
diferencias en la uni6n y activación de O por los distintos isotipos de lgG1~. ¡gOl, con una
región bisagra más corta que IgOS, y por consiguiente más cerca del aceptor, activa más O,
a pesar de unir menos Clq por tener la región bisagra más corta.
¿ Cuales son las implicaciones biológicas de estas interacciones ? En un primer
momento nos sentimos tentados a asignar a cada dominio acomplejado una funcionalidad
concreta, pero un estudio molecular más detallado nos ofrece perspectivas muy diferentes.
El análisis por difracción de neutrones de 04, nos muestra un elipsoide lamelar suma de 04c
(8 x 2 x 18 nm) y C4d (4 x 2 x 9 nm>’171, mientras que la lgG, por cristalografía de rayos X,
tiene unas dimensiones aproximadas de 4 x 5 x 16 nm12781, a las que se incorpora el esqueleto
del antígeno. De acuerdo a estos datos, las dos moléculas interaccionantes son de tamaño
similar, lo que nos lleva a pensar que cualquiera que sea el lugar de formación del complejo,
repercutirá grandemente en toda la malla del inmunoagregado.
Tres son las principales funciones biológicas de estos complejos:
cONSIDERAcIONES FINALES 116
1. Intervención en el fenómeno de IIP”91. El papel desempeñado por 04 en este
mecanismo parece ser pobre, encaminándose primordialmente a la formación de la 03
convertasa de la VC~72’741 y la generación de moléculas de 03. No es posible descartar, de
todas formas, una acción disgregante ejercida por los complejos C4b~lgG¡?? ‘~, similar a la
de 03b-lgG. aunque por su menor presencia cuantitativa, el efecto quede enmascarado.
2. Formación de las convertasas de la Ve. La molécula de 04 que se une a la
superficie aceptora (lOs o células) no tendría que tener una orientación definida, por lo que
su capacidad múltiple de unión sería una gran ventaja del organismo a la hora de señalizar el
agente que tiene que eliminarse. En cambio, y es lo que diferencia a los activadores de los
que no lo son, debe preservarse de los componentes reguladores del O y permitir la unión la
C2, la subunidad enzimática. Quizá para esta función, la unión a un sitio específico y no al
azar, que orientara la molécula en una dirección para bloquear la región de cargas negativas
donde se une C4bp, sería definitiva para la continuación de la cascada. Además aseguraría
la exposición al solvente del sitio de interacción con 03b’3637’ o C4b’~’ para, cambiando la
especificidad, transformarse en la CS convertasa.
La unión covalente o no de 04b’36’ a aminoácidos cercanos a la zona de activación por
Cl puede cumplir las premisas anteriores y constituir una conformación tridimensional
adecuada para generar las convertasas. En el caso de la VA, se ha conseguido el ensamblaje
de una 03 convertasa activa sobre polisacáridos que impiden el reconocimiento por factor
H, donde influye la estructura tridimensional del oligosacárido’3111.
3. Interacción con receptores de complemento para realizar el aclaramiento de los
inmunoagregados de la circulación. Posiblemente, la misión fundamental de este sistema en
relación a activadores no celulares. El principal receptor implicado es CRí (0D35>, que une
C4b/OSb, con mayor eficacia cuando están agregados~1’52. El revestimiento de los lOs con
C4b/C3b implica necesariamente, de nuevo, un mecanismo de protección frente a los
mecanismos reguladores o la presencia de células portadoras del receptor cercanas a la red
Ag!AO en gran número, lo que suele suceder en los procesos inflamatorios.
La agregación vendría dada por el depósito covalente de 03b/04b sobre C4b o la
proximidad de dos o más complejos 04b-lgG en el entramado del inmunoagregado, lo que
también podría actuar como mecanismo defensivo frente a las proteínas reguladoras al
formarse una estructura multimolecular que impidiera estéricamente el acceso de los
reguladores.
Como último aspecto funcional destacable, no podemos olvidar el papel regulador que
ejercen tanto C3b como C4b nacientes sobre la activación de 01120!, de importante relevancia
fisiológica para prevenir la sobreactivación de la cascada. En este punto, son de vital
trascendencia, las moléculas de 04 activadas (IV.3.5> que no son capacesde formar complejos
de interacción.
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Resumiendo: la teoría “estructural”, que en principio, parece muy sugerente, pues más
de la mitad de los residuos con capacidad de formar enlaces éster se agrupan en una zona
espacial muy concreta, tiene como aspectos negativos los distintos porcentajes de unión a
cada dominio de la lgG y la carencia de un agrupamiento similar para los residuos
susceptibles de enlaces amida.
Si consideramos los múltiples puntos de unión de C4b a la IgO demostrados en este
trabajo, la hipótesis más acorde sería la tercera (múltiple escalonada). Todas las moléculas
ensambladas a la lgG tendrían caracter funcional: unas, las localizadas en zonas no protegidas
del ataque de las proteínas reguladoras, actuarían desmembrando la red de lOs e impidiendo
su precipitación, mientras que otras refugiadas, por su disposición tridimensional tras su
anclaje al AC, de la escisión proteolítica. formarían, además, las convertasas de la VC. Por
último, ambos grupos podrían unirse a receptores de 0. No es necesaria la unión a un sólo
sitio (teoría funcional monovalente) para que la molécula no quede al alcance de C4bp y
factor 1, ya que esto puede lograrse desde diferentes puntos de anclaje. A pesar de todo, no
es descartable que en el hombre la zona de interacción esté más restringida.
Experimentos más detallados que están en curso, implicando a las regiones variables
y concretando la interacción con el dominio C>’2, podrían confirmar la tercera teoría.
En conclusión, la interacción de 04b con lOs durante la activación de la VO “in vitro”
se realiza en múltiples sitios de la molécula del AC, posiblemente de una forma escalonada,
que depende de la presencia de residuos aceptores y de la vida media del carbonilo reactivo.
VI .CONCLUSIONES
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VI. CONCLUSIONES
.
1. El consumo de 04 durante la activación de la VC “in vitro” por lOs OVA-antiOVA es
dependiente de la cantidad de Cl, con tendencia a alcanzar un máximo (96%> cuando
la proporción de pg de C1/pg de lOs es 1.5.
2. En los complejos covalentes formados entre la cadena a’ de 04 y la lgG solamente
intervienen el 5.96% de las moléculas de 04.
3. Confirmamos en nuestro sistema experimental, que 046 es 3.7 veces más activo
hemolíticamente, frente a eritrocitos de carnero sensibilizados, que 04A.
4. La cadena Bde 04 es resistente al tratamiento con pepsina a pH 4.2 durante 24 h,
mientras que a se digiere, en la zona del tioéster, a un péptido de 2,5 lCd.
5. En ensayos con lOs, 04A forma enlaces del tipo amida (no resistentes a NH2OH> y
046 se enlaza mediante ésteres.
6. Los complejos formados con los dos isotipos de 04 son electroforéticamente
diferenciables por geles de bajo reticulado.
7. Se detecta la formación de complejos de interacción entre el grupo carbonilo reactivo
liberado del tioéster oculto en la molécula nativa y la región F(ab)’2 del AC. tanto a
nivel de la cadena ligera, como del fragmento Fd.
8. C4b interacciona cavalentemente con el fragmento pFc’ (Cy3) de la lgG. y muy
posiblemente con el dominio Cy2.
Para finalizar: 04 es una molécula de anclaje a las superficies aceptoras de la VO. En
el caso de lCs, interacciona con múltiples zonas del AC a lo largo de toda su secuencia,
probablemente dependiendo de la distancia desde el punto de su activación a las cadenas
laterales de los residuos Ser, Thr (046) o Lys (C4A>.
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